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b r o m o f o r m (I B M ) A l s o , i n t h e s u m m e r , hi g h e r t e m p e r a t u r e s c a u s e a n i n c r e a s e i n t he
r a t e o f D B F f o r m a t i o n ( Si n g e r , A WW A D / D B F R u l e T e l e c o n fe r e n c e , O c t o b e r , 1 9 9 3)
C u r r e n t l y , o n l y ha lf o f t h e h a l o g e n a t e d D B F s h a v e b e e n i d e n t i fi e d , a l t h o u g h t h e r e m a i n i n g
s p e c i e s p r o b a b l y e x i s t i n s m a l l q u a n t i t i e s ( Si n g e r a n d Ch a n g , 1 9 8 9 )
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c hl o r i n e w a s u s e d f o r d i s i n f e c t i o n o f d r i n k i n g w a t e r T r i ha l o m e t ha n e s (T H M s ) a r e t h e
D B F s o f g r e a t e s t c o n c e r n T h e E F A h a s s e t a 1 0 0 u g / L M CL f o r t o t a l T H M s , a n d i s
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i n t r a p e r i t o n e a l in j e c t i o n o f 1 6 3 8 m g /k g B D C M (F u j i e e t a l , 1 9 90 )
A dm in i s t e r e d b y g a v a g e i n c o m o i l f o r 1 3 w e e k s , B D CM h a s b e e n s h o w n t o c a u s e
d e g e n e r a t i o n o f t h e li v e r a n d n e c r o s i s o f t h e k i d n e y i n m a l e r a t s (3 0 0 m g / kg ) , l iv e r
d e g e n e r a t i o n in f e m a l e r a t s (3 00 m g / k g ) , d e g e n e r a t i o n a n d n e c r o s i s o f t h e k i d n e y in m a l e
m i c e ( 10 0 m g / k g ) , a n d l i v e r d e g e n e r a t i o n i n f e m a l e m i c e (2 0 0 a n d 4 0 0 m g /k g ) (N T P ,
19 8 7 ) I n a 2 y e a r g a v a g e s t u dy , n e o p l a s m s w e r e o b s e r v e d i n t h e l a r g e i n t e s t i n e a n d
k i d n e y o f r a t s g iv e n B D C M a t 10 0 mg / k g , i n t h e k i d n e y o f m a l e m i c e a t 5 0 mg / k g , a n d i n
t h e li v e r o f f e m a l e m i c e a t 7 5 a n d 15 0 m g / k g (D u n n i c k e t a l 1 9 9 3 ) T u m a s o n i s e t a l .
( 19 8 4 ) w e r e s o m e o f t h e fi r st t o s h o w i n c r e a s e s in l i v e r t u m o r s in f e m a l e r a t s a s a r e s u l t o f
l i f e t im e e x p o s u r e t o B D CM i n t h e i r d r i n k i n g w a t e r (a t 2 4 g / L , a p p r o x im a t e l y 2 0 0 m g /k g )
H e p a t i c a n d r e n a l l e s i o n s w e r e d i s c o v e r e d i n r a t s d o s e d w it h 15 0 o r 3 0 0 m g/ k g f o r fi v e
d a y s u s i n g a n a qu e o u s E m u l p ho r
® v e h i c l e (T h o r n t o n - M a n n in g e t a l , 1 9 9 3 ) T h i s s t u d y
a l s o r e v e a l e d h e p a t o t o x i c i t y i n m i c e e x p o s e d t o B D CM a t 15 0 m g /k g .
M u n s o n e t a l ( 1 9 82 ) a dm i n i s t e r e d B D C M by g a v a g e t o m ic e u s i n g a n E m u l p h o r ®
v e h i c l e A d e c r e a s e i n t h e s p l e e n w e ig ht , i n t h e n u m b e r o f a n t ib o dy f o r m i n g c e l l s (A FC )
p e r s p l e e n , a n d i n t h e he m a g gl u t i n a t i o n t it e r w a s r e p o r t e d i n a l l m i c e a t 2 50 mg / k g A n
i n c r e a s e i n l i v e r w e i g h t s w a s r e p o r t e d a t 1 2 5 o r 2 5 0 m g / k g . F e m a l e m i c e a l s o e x h i b i t e d
d e c r e a s e d b o d y w e ig ht a t 2 50 m g /k g , a n d h u m o r a l im m u n i t y w a s d e c r e a s e d a t 1 2 5 mg / k g
P ho s g e n e , o n e o f B D CM
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s i n t e r m e d i a r y m e t a b o l it e s , m a y b e f o r m e d b y a n
o x i da t i v e d eb r o m i n a t i o n r e a c t i o n a n d th e n b i n d t o c e r t a i n p r o t e i n s I t m a y b e r e s p o n s i b l e
f o r t h e l iv e r a n d k i d n e y t o x i c i t y o f B D C M (C hu e t a l 19 8 2 a , P o h l e t a l . 1 9 7 7 )
B r o m o d i c hl o r o m e t h a n e i s m et a bo l i z e d a n d e x c r e t e d q u i c k l y , w it h m o s t o f it e x h a l e d a s
C O 2 w i t hi n 2 4 h o u r s a ft e r a d m i n i s t r a t i o n o f a s i n g l e o r a l d o s e . So m e a c c u m u l a t i o n o c c u r s
i n t h e l i v e r a n d t h e k i d n e y (M a t h ew s e t a l , 19 9 0 ) Wh e n a dm i n i s t e r e d b y g a v a g e i n c o m
o il
,
B D CM c o l l e c t s in t h e a d ip o s e t i s s u e , b u t i s c l e a r e d w h e n e x p o s u r e i s t e r m i n a t e d
(P fa fFe n b e r g e r e t a l , 19 8 0 ) C h u e t a l ( 1 9 82 b ) a l s o r e p o r t e d t ha t m o s t a lt e r a t i o n s i n
b i o c h e m i s t r y , h i s t o lo g y , a n d h e m a t o l o g y w e r e r e v e r s ib l e w h e n d o s i n g w a s d i s c o n t i n u e d
I t i s u n c l e a r , t h o u g h , w h a t t h e s e d a t a m e a n i n t e r m s o f o v e r a ll e f f e c t s w it h a c o n t i n u o u s ,
d a i ly l i f e t im e e x p o s u r e
B r o m o fo r m , a n o t h e r d i s i n f e c t i o n b y - p r o du c t o f c o n c e r n , h a s be e n f o u n d in
c hl o r i n a t e d w a t e r a t l ev e l s a s h i g h a s 4 0 u g T B M / L (K r a s n e r e t a l , 1 9 8 9 ) I t h a s b e e n
f o u n d t o c a u s e l i v e r d a m a g e i n r a t s g i v e n T B M b y g a v a g e a t d o s e s a s l o w a s 12 mg / k g / d
(B u l l a n d K o p fl e r , 1 9 9 1) D u n n i c k e t a l ( 1 9 9 3 ) f o u n d e v i d e n c e o f i n t e s t i n a l c a n c e r i n r a t s
a t 2 0 0 m g T B M / k g O f a l l t h e T H M s , T B M w a s t h e m o s t a c t iv e c o m p o u n d i n c a u s i n g t h e
i n du c t i o n o f SCE ' s i n h u m a n ly m p h o c y t e s A n i n c r e a s e i n SC E f r e q u e n c y w a s o b s e r v e d i n
m i c e h a v i n g r e c e i v e d 2 5 m g T B M / k g by g a v a g e f o r f o u r d a y s (M o r im o t o e t a l , 1 9 8 3 )
M u n s o n e t a l ( 1 9 8 2 ) o b s e r v e d d e c r e a s e s in h u m o r a l im m u n i t y a n d i n d e l a y e d - t y p e
h y p e r s e n s it i v i t y i n m a l e m i c e a t d o s e s o f 2 50 m g T B M / k g A lt h o u g h d e c r e a s e s i n t he
s p l e e n w e i g h t s w e r e f o u n d i n f e m a l e m i c e a t 1 2 5 m g /k g , t h e r e w e r e n o c h a n g e s i n P F C
r e sp o n s e o r H A t i t e r i n a n y o f t h e g r o u p s
T h e h a l o g e n a t e d a c e t i c a c i d s a r e t h e o t h e r p r e v a l e n t c l a s s o f D B F s f o u n d i n
c h l o r i n a t e d d r in k i n g w a t e r O n e t h a t ha s b e e n s t u d i e d e x t e n s i v e l y , D C A , i s f o u n d a t m e a n
c o n c e n t r a t i o n s o f 6 4 u g / L (K r a s n e r e t a l , 19 8 9 ) T r i c h l o r o a c e t i c a c i d i s u bi q u it o u s , a s
w e ll
,
bu t h a s l e s s s e v e r e p a t h o l o g i c a l e f fe c t s i n t h e li v e r a n d i s l e s s e x t e n s i v e ly m e t a b o l i z e d
t h a n D C A (L a r s o n a n d B u l l , 19 9 2 ) D i c h l o r o a c e t a t e i s a l s o u s e d fo r c l i n i c a l p u r p o s e s , i n
s o m e c a s e s a t d o s e s o f 3 - 4 g D C A / d a y , t o t r e a t d i a b e t e s , h y p e r l a c t i c e m i a , a n d h i g h
c h o l e s t e r o l (M o o r e e t a l 19 7 9 , St a c p o o l e e t a l 19 84 )
D i c h l o r o a c e t i c a c i d a c c u m u l a t e s i n t h e t i s s u e s
,
m o s t l y t he l iv e r , a n d i s e l im i n a t e d
s lo w l y A m e t a b o l i t e o f D CA , g l y o x y l i c a c i d , i s m u t a g e n i c a n d m a y p l a y a r o l e i n t h e
r e p o r t e d c a r c i n o g e n i c i t y o f D C A (L i n e t a l , 19 9 3 ) D i c h l o r o a c e t i c a c i d b y it s e l f w a s n o t
m u t a g e n i c i n t h e A m e s a s s a y (B u l l a n d K o p fl e r , 1 9 9 1)
H e p a t ic t u m o r s o r s i g n s o f l i v e r t o x i c i t y w e r e f o u n d i n m i c e (H e r r e n - F r e u n d e t a l
19 8 7
,
D e A n g e l o e t a l 19 9 1, D a n i e l e t a l 1 9 9 2 ) E ff e c t s i n m i c e w e r e p r o d u c e d a t
c o n c e n t r a t i o n s o f 0 5 g D C A / L i n t h e i r d r i n k i n g w a t e r a ft e r 104 w e e k s (a v e r a g e d o s e s
w e r e a l l l e s s t h a n 1 0 0 m g /k g / d a y )
O t h e r t a r g e t o r g a n s a pp e a r t o b e t h e t e s t e s a n d t he br a i n A t d o s e s l e s s t h a n 10 0
m g D C A / k g , h i n d l im b p a r t i a l p a r a l y s i s w a s s e e n i n d o g s , w h i c h a r e b e l i e v e d t o b e m o r e
s e n s i t i v e t h a n m i c e o r r a t s (K a t z e t a l 1 9 8 1 , C i c m a n e c e t a l . 1 9 9 1) P n e u m o n i a a n d
p a n c r e a t i t i s w e r e a l s o o b s e r v e d a t t h e s e l e v e l s T o th e t a l ( 1 9 9 2 ) f o u n d d e c r e a s e s i n s e x
g l a n d w e i g h t s o f r a t s a t o r a l d o s e s a s l o w a s 3 1 . 2 5 m g/ k g Sp e r m c o u n t , m o t i l it y , a n d
m o r p h o l o g y w e r e a l s o a l t e r e d i n r a t s a t 62 5 m g / k g D C A a dm i n i s t e r e d o r a l l y . T he
N O A E L f o r d e v e l o p m e n t a l t o x i c it y i n t h e r a t i s 1 4 mg / k g , b a s e d o n t r e a t m e n t - r e l a t e d
m a t e r n a l e f f e c t s (Sm i t h e t a l . , 1 9 9 2 ).
E p i d e m i o l o g i c a l st u d i e s h a v e s h o w n s o m e c o r r e l a t i o n b e t w e e n c a n c e r i n c id e n c e
a n d c h l o r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r I n t h e p a s t , a n u m b e r o f c a s e - c o n t r o l s t u d i e s i n d i c a t e d
t h a t r i s k s o f b l a d de r
,
r e c t a l
,
a n d c o l o n c a n c e r c o u l d b e i n c r e a s e d u p t o tw o t im e s b y
c o n s u m p t i o n o f c h l o r i n a t e d w a t e r c o m p a r e d t o t h e r i s k s a s s o c i a t e d w i t h c o n s u m p t i o n o f
u n c h l o r i n a t e d w a t e r (Y o u n g e t a l 19 8 1, G o t t l i e b e t a l 1 9 8 1 a n d 19 8 2 , C r u m p a n d G u e s s
19 8 2 ) T h e s e r i s k r a t i o s m ay h a v e b e e n l a r g e ly a t t r ib u t e d t o c o n f o u n d i n g f a c t o r s , s u c h a s
di e t o r l i f e s t y l e (C r u m p a n d Gu e s s , 19 82 ) M o r e r e c e n t l y , a m o r e d e fi n i t iv e s t u dy b y
C a n t o r ( 1 9 8 7 ) f o u n d a n a s s o c i a t i o n b e t w e e n b l a d d e r c a n c e r a n d c h l o ri n a t e d s u r f a c e w a t e r s
w h e n c o mp a r e d t o u n t r e a t e d g r o u n d w a t e r A p o s s i b l e c o r r e l a t i o n e x i s t s b e tw e e n
p a n c r e a t i c c a n c e r a n d c h l o ri n a t e d w a t e r b a s e d o n a c a s e - c o n t r o l s t u d y d o n e i n W a s h i n g t o n
C o u n t y , M a r y l a n d (I j s s e lm u i d e n e t a l , 1 9 9 2 )
I n 1 9 9 2
,
t h e r e s u l t s o f p r e v i o u s c a s e - c o n t r o l s t u d i e s , in c lu d i n g m o s t o f t h e o n e s
m e n t i o n e d a b o v e , w e r e p o o l e d u s i n g m e t a - a n a l y t i c t e c h n i q u e s , i n o r d e r t o g a i n g r e a t e r
s t a t i s t i c a l p o w e r T h e s e r e s u lt s c o n fi r m e d a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t w e e n b l a d d e r a n d
r e c t a l c a n c e r a n d c o n s u mp t i o n o f c h l o ri n a t e d d ri n k i n g w a t e r (M o r ri s e t a l , 1 9 9 2 )
D e s p i t e t he o b v i o u s b e n e f i t s o f d ri n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n , t h e s t u d i e s s u m m a ri z e d
a b o v e i n d i c a t e t h a t a dv e r s e h e a lt h e f fe c t s ha v e b e e n d e t e c t e d a n d f u r t h e r e v a l u a t i o n m a y
b e n e c e s s a r y T h e l i t e r a t u r e o n t h e e f fe c t s o f t h e s e c o m p o u n d s o n s p e c i fi c im m u n e o r g a n s
i s l im i t e d E x o n e t a l ( 19 8 7), M u n s o n e t a l ( 19 8 2 ) , a n d F i d l e r ( 19 7 7 ) h a v e a l l
d e m o n s t r a t e d s o m e o f t h e im m u n o s u p p r e s s i v e c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e s e c h e m i c a l s I t i s
p o s s i bl e t h a t o t h e r r e s e a r c he r s h a v e g e n e r a t e d n e g a t iv e d a t a t ha t h a s n e v e r b e e n p u b l i s h e d
I t a p p e a r s t h a t m a n y o f t h e p a s t st u d i e s e v a l u a t i n g c h l o r i n e a n d i t s b y - p r o d u c t s
h a v e fo c u s e d o n d e t e r m i n i n g t h e c h e m i c a l s
'
c a r c i n o g e n i c p o t e n t i a l I t i s n o t c l e a r w h a t
r o l e t h e im m u n e s y s t e m p l a y s in t h e d e v e l o p m e n t o f c a n c e r I t h a s b e e n s u g g e s t e d t ha t
c e r t a i n a sp e c t s o f t h e im m u n e sy st e m , s u c h a s c y t o t o x i c T c e ll s , m a c r o p h a g e s , a n d
c y t o t o x i c a n t i b o di e s , c a n a c t a s a d e f e n s i v e m e c h a n i s m a g a i n s t t u m o r c e ll s . P a t i e n t s w h o
h a d r e c e i v e d im m u n o s u p p r e s s i v e t h e r a p y b e fo r e o r g a n t r a n s p l a n t a t i o n a n d w e r e
i n a d v e r t e n t l y g i v e n o r g a n s c o n t a i n in g t u m o r c e l l s w e r e n o t a b l e t o r e j e c t t h e c a n c e r s
A l s o
,
a n i n c r e a s e i n t h e in c i d e n c e o f s p o n t a n e o u s c a n c e r s h a s b e e n s e e n i n o t h e r t r a n s p l a n t
r e c i p i e n t s (P e n n , 1 9 8 1 )
T r e a t m e n t w i t h i m m u n o s u p p r e s s i v e d r u g s (e g . , w i t h c o r t i c o s t e r o i d s ) p r i o r t o
o r g a n t r a n s p l a n t a t i o n m a y i n c r e a s e t h e i n c i d e n c e o f p o s t o p e r a t iv e b a c t e r i a l , f u n g a l ,
p r o t o z o a n , a n d v i r a l i n f e c t i o n s (M a s u r e t a l , 1 9 8 2 ) I n g e n e r a l , im m u n o d e f i c i e n c i e s l e a d
t o i n c r e a s e d s u s c e p t ib il i t y t o i n f e c t i o n (St i e h m e t a l , 1 9 8 6 ) T h e o bj e c t i v e o f t h e r e s e a r c h
i n t hi s p a p e r w a s t o d e t e r m i n e i f s o m e o f t h e c he m i c a l s f o u n d i n t r e a t e d d r i n k i n g w a t e r
h a v e imm u n o s u p p r e s s iv e c h a r a c t e r i s t ic s t h a t m a y a lt e r h o s t r e s i s t a n c e
C h a p t e r 2
E x p e r i m e n t a l S t r a t e g y
A n im a l s
E a c h e x p e r im e n t c o n t a in e d fi v e g r o u p s o f s ix a n im a l s p e r g r o u p u n l e s s o t h e r w i s e
n o t e d T h i r t y w a s d e t e r m i n e d t o b e t h e g r e a t e s t n u m b e r o f a n im a ls u s e d t ha t w o u l d a l l o w
t h e p r e s e r v a t i o n o f c e l l v i a b i l i t y d u r i n g s a m p le p r e p a r a t i o n by o u r l a b o r a t o r y I n t h e t a bl e s
o f t h e r e s u l t s s e c t i o n
,
s o m e o f t h e g r o u p s ha v e f e w e r a n im a l s , du e t o t h e d e a t h o f a n
a n i m a l
,
a l a b o r a t o r y e r r o r , a v a l u e t h a t i s u n r e a d a b l e , o r a s a r e s u l t o f d r o p p i n g o u t l i e r
v a lu e s
F e m a l e C 57 B L / 6 m i c e o r CD F 34 4 r a t s w e r e t h e s t r a i n s a n d g e n d e r o f c h o i c e .
A l t h o u g h m o s t N a t i o n a l T o x i c o l o gy P r o g r a m s t u d i e s u s e m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e , o u r
l a b o r a t o r y u s e s C 5 7B L / 6 m i c e w h i c h a r e le s s l i k e ly t o fi g ht w i t h e a c h o t h e r a n d , t hu s ,
e x p e r i e n c e u n n e c e s s a r y s t r e s s A l s o , o u r l a b o r a t o r y h a s a n e x t e n s iv e d a t a b a s e f o r f e m a l e
C 5 7 B L / 6 m i c e F e m a l e r a t s w e r e u s e d t o r e m a i n c o n s i s t e n t w i t h t h e g e n d e r o f t h e m o u s e
s t u d i e s F o r St u d i e s 7 a n d 8 , m a l e m i c e o r m a l e r a t s w e r e u s e d b e c a u s e e x t r a a n im a l s ,
w h i c h h a d b e e n d o s e d f o r l o n g e r p e r i o d s o f t im e , w e r e g i v e n t o u s b y D r s R e x P e g r a m
a n d A n t h o n y D e A n g e l o
T r e a t m e n t
A n im a l s w e r e p r o v i d e d d e i o n i z e d w a t e r (o r 0 2 5% E m u lp h o r ® ) c o n t a i n i n g t h e
c h e m i c a l u n d e r s t u d y f o r 2 - 6 w e e k s b a s e d o n d o s i n g r e g im e s u s e d i n p r e v i o u s s t u d i e s
w h e r e imm u n o t o x i c e f f e c t s w e r e r e p o r t e d (E x o n e t a l , 19 8 7 ) A s n o t e d a bo v e , s o m e
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a n im a l s w e r e e x p o s e d f o r l o n g e r p e r i o d s o f t i m e by a n o t h e r l a b o r a t o r y a s p a r t o f 2 y e a r
c h r o n i c e x p o s u r e s t u d i e s E x p o s u r e p e r i o d s f o r g a v a g e s t u d i e s (5 o r 1 6 da y s ) w e r e a l s o
c h o s e n ba s e d o n p r e v i o u s s t u d i e s w h e r e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n a n t i b o d y r e s p o n s e w e r e
s e e n b e t w e e n t r e a t m e n t a n d c o n t r o l g r o u p s (M u n s o n e t a l , 1 9 82 ) . U s i n g s h o r t e r
e x p o s u r e t im e s f o r g a v a g e a n d d r i n k in g w a t e r s t u d i e s a l s o a l l o w e d a g r e a t e r n u mb e r o f
s t u d i e s t o b e p e r f o r m e d
I n s o m e o f t h e s t u d i e s a p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p w a s i n c l u d e d a s a d d e d in s u r a n c e
t h a t t h e a s s s a y w a s w o r k i n g a s e x p e c t e d F o r t h e s e a n im a l s , a n imm u n o s u p p r e s s i v e
c o m p o u n d s u c h a s c y c l o p h o s p h a m i d e o r d e x a m e t h a s o n e w a s a d m i n i s t e r e d I n s o m e o f t h e
B D C M s t u d i e s
,
a d e i o n i z e d w a t e r g r o u p w a s i n c l u d e d i n s t e a d o f a p o s it i v e c o n t r o l i n
o r d e r t o d e t e r m i n e i f t h e c o n t r o l v e h i c l e
,
E m u l p h o r ® , w a s c a u s i n g a n e f e c t o n i t s o w n
A s s a y s
T h e N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m h a s d e v e l o p e d a
"
t i e r " a p p r o a c h t h a t a ll o w s
s t u d y o f p o t e n t i a l ly imm u n o t o x i c c o m p o u n d s u s i n g a b a t t e r y o f t e s t s (L u s t e r e t a l , 1 9 9 3 )
T h e T i e r I a p p r o a c h i s m o r e g e n e r a l , i n c l u d i n g th e s t u dy o f e f e c t s o n ly m p h o i d o r g a n s ,
h e m a t o l o g y , a n d o v e r a ll im m u n e f u n c t i o n I f a dv e r s e h e a lt h e f e c t s a r e o b s e r v e d i n a
b a t t e r y o f T i e r I s t u d i e s , a T i e r I I a pp r o a c h m a y b e t a k e n , p e r f o r m i n g m o r e i n - d e p t h
s t u d i e s
,
s u c h a s h o s t r e s i s t a n c e a s s a y s
T h e a n t ib o dy p l a qu e fo r m i n g c e ll (P F C ) a s s a y a n d t he h e m a g g l u t i n a t i o n (H A ) t it e r ,
b o t h T i e r I t e s t s , a r e t h e fi r s t s e t o f s c r e e n i n g t e s t s o u r l a b o r a t o r y u s e s t o d e t e r m i n e i f a
c o m p o u n d i s im m u n o t o x i c L u s t e r e t a l. ( 1 9 9 3 ) h a v e d e t e r m i n e d t h a t t h e P F C a s s a y i s
h i g h ly a s s o c i a t e d w i t h imm u n o t o x i c it y , a n d i s a g o o d o v e r a l l s c r e e n i n g t e s t A n H A t i t e r
i s a m o r e q u a l i t a t iv e t e s t r u n i n c o n j u n c t i o n w it h t he P F C a s s a y A ly m p h o c y t e
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p r o l i f e r a t i o n (L P ) a s s a y m a y be p e r f o r m e d i n a s e p a r a t e s t u d y i f e v i d e n c e o f
im m u n o t o x i c i t y h a s b e e n s h o w n in t h e P F C a s s a y
A P F C a s s a y i s a m e t h o d o f e n u m e r a t in g s i n g le I g M a n t i b o d y - f o r m i n g c e l l s in a
p o p u l a t i o n o f s p l e n i c ly m p h o c y t e s T h e H A t i t e r d e t e r m i n e s t h e r e l a t iv e c o n c e n t r a t io n o f
t h e I g M a n t ib o d y i n t h e s e r u m o f e a c h o f t h e a n i m a l s F o r b o t h o f t h e s e a s s a y s , a n i m a l s
a r e imm u n i z e d w i t h a n t i g e n ( s h e e p r e d b l o o d c e l l s ) du r i n g t h e e x p o s u r e p e r i o d 4 d a y s
p r i o r t o s a c r i fi c e T h e a m o u n t o f I gM a n t i b o d i e s p r o d u c e d w a s f o u n d t o p e a k 4 d a y s a ft e r
im m u n i z a t i o n (M i s h e l l a n d Shi i g i , 1 9 8 0 )
F o r a P F C a s s a y , m o u s e o r r a t sp l e e n l y m p h o c y t e s a r e a d d e d t o a s u s p e n s i o n o f
sh e e p r e d b l o o d c e ll s i n a g a r S e c r e t e d a n t ib o di e s b i n d th e a n t i g e n , a n d in t h e p r e s e n c e o f
c o m p l e m e n t , l y s e t h e r e d b l o o d c e l l s , l e a v i n g c l e a r a r e a s , o r p l a q u e s , a r o u n d i n d iv i du a l B
l y m p h o c y t e s o n t h e a g a r p l a t e (A b b a s e t a l , 1 9 9 1 ) T h e s e p l a qu e s a r e t h e n c o u n t e d , a n d
t h e n u m b e r o f p l a q u e s p e r sp l e e n a n d p e r 10
^
c e l l s i s d e t e r m i n e d I f a c h e m i c a l a f f e c t s t h e
a b i l i t y t o m a k e a n a n t ib o d y r e sp o n s e , a t r e a t e d a n im a l w i l l p r o du c e l e s s a n t i b o dy , t h e r e f o r e
p r o du c i n g f e w e r p l a q u e s .
F o r a n H A t i t e r
,
s e r u m f r o m im m u n i z e d a n i m a l s i s c o m b i n e d w i t h s h e e p r e d b l o o d
c e l l s
,
a n d t h e c o n c e n t r a t i o n o f a n t i b o d y i s d e t e r m i n e d b y o b s e r v i n g t h e a m o u n t o f
a g g l u t i n a t i o n I f t h e r e i s a g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n o f a n t i b o d y , a h i g h e r t i t e r w i l l b e r e a d
T h e t it e r i s e x p r e s s e d a s l o g 2 t i t e r b e c a u s e t h e s e r u m i s d il u t e d s e r i a l l y e a c h t im e e q u a l i n g
h a l f t h e c o n c e n t r a t i o n o f a n t i bo dy a s t h e fo r m e r d i l u t i o n .
T h e H A t it e r c a n o n l y g i v e r e l a t iv e , n o t q u a n t i t a t i v e , c o n c e n t r a t io n s o f a n t i b o d y
f o r c o m p a r i n g a n im a l s i n d i f f e r e n t t r e a t m e n t g r o u p s . T h e H A t i t e r f o r a n a n im a l sh o u l d
c o r r e l a t e w i t h i t s P FC r e sp o n s e F o r e x a mp l e , a n a n im a l p r o d u c i n g a l a r g e n u m b e r o f
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p l a q u e s s h o u l d h a v e a hi g h H A t i t e r I f a c he m i c a l a f f e c t s t he a b i l it y t o m a k e a n a n t i b o dy
r e s p o n s e , a t r e a t e d a n im a l s ho u l d h a v e a l o w e r t it e r t h a n a n a n im a l i n t h e c o n t r o l g r o u p
A n L P a s s a y , a l s o a T i e r 1 a s s a y , m e a s u r e s t h e p r o li f e r a t i v e p o t e n t i a l o f d i f f e r e n t
s u b s e t s o f T - a n d B - l y m p ho c y t e s w h e n s t im u l a t e d w i t h m i t o g e n s C o n c a n a v a l in A a n d
p h y t o he m a g g l u t i n i n s t im u l a t e T c e l l s i n m i c e a n d r a t s , E . c o l i li p p o p o l y s a c c h a r i d e
s t im u l a t e s B c e l l s i n m i c e
,
a n d Sa lm o n e l l a ty p h i m u r i u m s t im u l a t e s B c e l l s i n r a t s F o r
e x a m p l e , o n l y t he T c e ll s w i l l di v i d e if a T - c e l l m i t o g e n (e g , C o n A ) i s a dd e d t o t h e c e l l s
e v e n t h o u g h t h e r e a r e b o t h B a n d T c e l l s i n e a c h w e l l o f c e l l s b e i n g c u lt u r e d T h i s a l l o w s
e v a l u a t i o n o f t h e T o r B c e l l r e s p o n s e w i t h o u t p h y s i c a l l y s e p a r a t i n g t h e m T h e d e g r e e o f
s t im u l a t i o n i s d e t e r m i n e d b y qu a n t i fy i n g t h e a m o u n t o f
^ H - t h ym i d i n e in c o r p o r a t e d i n t o
c e l l s d u r i n g D N A s y n t h e s i s L o w l e v e l s o f
^H - t hy m i d in e i n c o r p o r a t i o n g e n e r a l l y m e a n
t h a t t h e r a t e o f c e l l d i v i s i o n i s a l s o l o w (A bb a s e t a l , 1 9 9 1 ) I f a c he m i c a l i s t o x i c t o a
s u b s e t o f l y m p h o c y t e s , t h e p r o li f e r a t i v e r e s p o n s e o f t h e c e l l s t o t h e c o r r e s p o n d i n g m i t o g e n
w o u l d b e d e c r e a s e d ; h e n c e , ^ H - t hy m i d i n e i n c o r p o r a t i o n w o u l d b e l o w e r t h a n t h a t o f t h e
c o n t r o l g r o u p
S t a t i s t i c a l A n a l y s i s
A l l d a t a w a s t a b u l a t e d o n a L o t u s 1- 2 - 3 s p r e a d s h e e t , a n d g r o u p m e a n s w e r e
c a l c u l a t e d F o r e a c h t r e a t m e n t g r o u p , t h e m e a n s f o r a l l p a r a m e t e r s ( 10
"* P F C / s p l e e n ,
P F C / 10 ^ c e l l s
,
H A l o g 2 t it e r , bo dy a n d o r g a n w e i g ht s , o r g a n s a s p e r c e n t a g e o f b o d y
w e i g h t , a n d c o u n t s p e r m i n u t e o f i n c o r p o r a t e d
^ H - t hy m i d i n e f o r m i t o g e n r e sp o n s e s ) w e r e
c o m p a r e d t o t h o s e o f t h e c o n t r o l a n im a l s u s i n g a t w o - t a il e d D u n n e t t
'
s t - t e s t (M o n t g o m e r y ,
1 9 7 6 ) A n e f f e c t w a s c o n s id e r e d s ig n i f i c a n t if t h e t r e a t m e n t m e a n s d i f f e r e d f r o m t h e
c o n t r o l a t a s i g n i f i c a n c e l e v e l o f p < 0 . 0 5
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F o r St u dy 1 o n l y , t w o e x p e ri m e n t s w e r e c o m b i n e d a n d t h e t r e a t m e n t m e a n s w e r e
c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l s u s i n g A N O V A (SA S I n s t i t u t e , C a r y , N C ) A l t h o u g h t h e r e w a s
n o 7 5 m g /L d o s e g r o u p i n o n e o f t h e s e s t u d i e s , t he i n c r e a s e i n t h e n u mb e r o f a n im a l s
p r o v i d e d g r e a t e r p o w e r f o r s t a t i s t i c a l a n a l y s i s o f t h e o t he r t w o t r e a t m e n t g r o u p s .
F o r t h e l y m p h o c y t e p r o l i f e r a t i o n a s s a y s , o u t li e r s w e r e d e t e r m i n e d a n d e x c l u d e d
fr o m t h e r e s u h s u s i n g t h e Q- t e s t m e t h o d (u s e d a t t he M e di c a l C o l l e g e o f V i r g i n i a , f r o m
A n n M u n s o n ) F o r t h e P F C a s s a y s a n d H A t i t e r s , v a lu e s f r o m a n im a l s t h a t d i d n o t g e t
p r o p e r ly im m u n i z e d ( e g , n o a n t ib o di e s w e r e p r e s e n t ) w e r e a l s o e x c l u d e d fr o m s t a t i s t i c a l
a n a l y s i s
C h a p t e r 3
E x p e r i m e n t a l
A n im a l s
F e m a l e C 5 7B L /6 m i c e (J a c k s o n L a b o r a t o r i e s , B a r H a r b o r , M a i n e ) o r C D F 3 44 r a t s
(C h a r l e s R i v e r L a b o r a t o r i e s , R a l e i g h , N o r t h C a r o l i n a ) w e r e u s e d u n l e s s n o t e d o t h e r w i s e .
D o s i n g b e g a n a t a g e s 1 1
- 1 4 w e e k s o f a g e f o r m i c e a n d a t a p p r o x im a t e l y 8 w e e k s o f a g e
fo r r a t s I n St u dy 9 , r a t s w e r e d o s e d at 13 w e e k s o f a g e in o r d e r t o b e c o m p a r e d w it h
r e s u lt s o f St u d y 1 1 t h a t u s e d 13 w e e k o l d m i c e E a c h t r e a t m e n t g r o u p c o n t a in e d s i x
a n i m a l s
F o r t h e 8 w e e k B D CM d r i n k i n g w a t e r e x p e r im e n t (S t u d y 7 ) , m a l e B 6 C 3 F 1 m i c e
w e r e d o s e d b y D r A n t h o n y D e A n g e l o
'
s g r o u p , fr o m a g e 4 - 1 1 w e e k s , a t w hi c h p o i n t I
c o n t i n u e d t h e d o s i n g fo r o n e m o r e w e e k F o r t h e 2 6 w e e k B D CM d r i n k i n g w a t e r
e x p e r im e n t ( St u dy 8) , m a l e C D F 3 4 4 r a t s w e r e d o s e d b y D r D e A n g e l o
'
s g r o u p f r o m a g e
4 - 3 0 w e e k s
A n im a l s w e r e h o u s e d i n s ho e b o x c a g e s w it h p i n e s h a v i n g b e d d i n g , t h r e e r a t s o r
s i x m i c e p e r c a g e . T h e r o o m s w e r e m a in t a i n e d u n d e r c o n s t a n t e n v i r o n m e n t a l c o n d it i o n s ,
o n a 12 h o u r l ig h t - d a r k c y c l e , a t 2 2
° C
,
w i t h a r e l a t i v e hu m i di t y o f 5 5 ± 5 % F o o d (P u r i n a
R o d e n t C h o w
,
St L o u i s
,
M O ) a n d t a p w a t e r ( g a v a g e s t u d i e s o n l y ) w e r e a v a il a b l e a d
l i b it u m
P r e p a r a t i o n o f c h l o r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r
15
R e a g e n t g r a d e s o di u m h y p o c h l o r it e (Si g m a , St L o u i s , M O ) w a s a d d e d t o
d e i o n i z e d w a t e r (D r a c o r W a t e r Se r v i c e , D u r h a m , N C ) t o y i e l d t a r g e t c o n c e n t r a t i o n s o f
7 5
,
15
,
a n d 3 0 m g /L r e s i du a l c h l o r i n e a s m e a s u r e d b y t h e d i e t hy l - p - p h e n y l e n e d i a m i n e
(D P D ) t it r im e t r i c m e t h o d (St a n d a r d M e t ho d s , 1 7 t h e d it i o n , 1 9 89 ) A c t u a l c o n c e n t r a t i o n s
r a n g e d fr o m 6 - 8 , 1 2 - 1 5 , a n d 2 6 - 3 1 m g /L fo r e a c h t a r g e t c o n c e n t r a t i o n o v e r a p e r i o d o f
f o u r d a y s T h e d e i o n iz e d w a t e r h a d n o m e a s u r a b l e c h l o r in e , a s d e t e r m i n e d b y t h e s a m e
m e t h o d .
Ch l o r i n e i s hi g hl y r e a c t i v e a n d l ig h t - s e n s it i v e , c a u s in g r e s i d u a l fr e e c h l o r i n e
c o n c e n t r a t i o n s t o d im i n i s h e a c h d a y T o d e c r e a s e b r e a k d o w n d u e t o l i g h t , d ri n k i n g w a t e r
w a s a d m i n i s t e r e d i n 12 0 m l b r o w n
, g l a s s b o t t le s St a i n l e s s s t e e l , b a l l
- b e a ri n g s i p p e r t u b e s
w e r e u s e d t o p r e v e n t c h l o r i n e l o s s d u e t o v o l a t i l i z a t i o n Sc r e w - o n c a p s t h a t h o l d t h e
s i p p e r t u b e s w e r e c o a t e d i n s i d e w it h T e fl o n , w h i c h i s n o n - r e a c t iv e F r e s h s o l u t i o n s w e r e
p r e p a r e d , a n d b o t t l e s w e r e r e fi l l e d e v e r y f o u r t h d a y o r l e s s B o t t l e s w e r e w e ig h e d b e f o r e
a n d a ft e r r e fi l l t o d e t e r m i n e c o n su mp t i o n p e r c a g e
P r e p a r a t i o n o f B D C M a n d T B M s o l u t i o n s (d r i n k i n g w a t e r a n d g a v a g e )
D r i n k i n g Wa t e r
T h e d ri n k i n g w a t e r s o l u t i o n s c o n t a i n in g B D C M a n d T B M w e r e p r e p a r e d i n 0 2 5 %
E m u l p h o r ® (a n a q u e o u s v e hi c l e t h a t h e l p s p r e v e n t e x c e s s i v e v o l a t i li z a t i o n ; R h o n e -
P o u l e n c
,
P r i n c e t o n , N J) a n d a n a ly z e d by g a s c h r o m a t o g r a ph (G C ) h e a d s p a c e a n a l y s i s
(E P A M e t h o d 8 2 4 0 , b y E M SL A n a ly t i c a l , C i n c i n n at i , O H , f o r D r D e A n g e l o
'
s g r o u p )
T a r g e t c o n c e n t r at i o n s w e r e 0 0 5 , 0 2 5 , a n d 0 5g /L B D C M (A l d ri c h , M i lw a u k e e , WI ) a n d
0 1
,
0 3 5
,
a n d 1 0 g / L T B M (A l dri c h) T h e d o s e s fo r B D CM a n d T B M a r e u s u a l l y
e x p r e s s e d in mg / k g bo dy w e ig ht , b u t d u e t o v a ri a t i o n s i n do s in g p e r i o ds , a n im a l s p e c i e s
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a n d s t r a i n s
,
a n d b e h a v i o r o f g r o u p s fr o m e x p e r im e n t t o e x p e r i m e n t , d o s i n g d a t a a r e
p r e s e n t e d i n t h e r e s u l t s s e c t i o n f o r e a c h st u d y
B D C M a n d T BM a r e n o t r e a c t i v e l i k e c hl o r in e , bu t a r e l i g ht a n d t e mp e r a t u r e -
s e n s i t i v e T h e dr i n k i n g w a t e r w a s a d m in i s t e r e d i n 2 4 0 m l b r o w n , g l a s s b o t t l e s t o p r e v e n t
b r e a k d o w n d u e t o l i g h t St a i n l e s s s t e e l b a l l - b e a r i n g s ip p e r t u b e s i n r u b b e r s t o p p e r s w e r e
u s e d t o a v o i d v o l a t il i z a t io n T h e b o t t le s w e r e c h a n g e d e v e r y f o u r t h d a y o r l e s s , a n d b o t t l e
w e i g h t s w e r e t a k e n b e f o r e a n d a ft e r r e fi l l i n o r d e r t o d e t e r m i n e w a t e r c o n s u m pt i o n p e r
c a g e S o m e r e du c t i o n i n c o n c e n t r a t i o n m a y o c c u r du e t o v o l a t i l iz a t i o n a s w e l l a s
a b s o r p t i o n o f t h e T H M s b y t h e r u b b e r s t o p p e r s
I n St u dy 7 , t h e B D CM c o n c e n t r a t i o n w a s 0 2 5 g /L I n St u d y 8 , a l s o a
c o l l a b o r a t i v e e f f o r t , t h e B D CM c o n c e n t r a t i o n s w e r e 0 0 7 a n d 0 7 g / L B D C M
B r o m o f o r m w a s a l s o a dm i n i s t e r e d i n e a c h o f t h e s e s t u di e s a t 0 3 5 g / L ( St u d y 7 ) a n d 0 1
o r 1 0 g /L ( St u dy 8 )
G a v a g e S o l u t i o n s
T h e g a v a g e s o lu t i o n s w e r e p r e p a r e d i n g l a s s , c r im p c a p v i a l s (G C h e a d s p a c e v i a l s )
u s i n g a 1 0 % E m u lp h o r
® v e hi c l e A h i g he r c o n c e n t r a t i o n E m u l p h o r
® s o l u t io n w a s
n e c e s s a r y t o p r e v e n t v o l a t i li z a t i o n , s i n c e c o n c e n t r a t i o n s o f B D C M w e r e f o u r o r d e r s o f
m a g n i t u d e g r e a t e r t h a n i n t he dr i n k i n g w a t e r s t u d i e s T h e d o s in g s o l u t i o n c o n c e n t r a t i o n s
w e r e c h o s e n b a s e d o n p r e v i o u s N T P s t u di e s a n d w il l b e a d d r e s s e d s e p a r at e l y i n t h e r e s u l t s
s e c t i o n o f t hi s r e p o r t .
T o p r e p a r e 10 % E m u lp h o r ® v e h i c l e , 1 0 m l o f E m u l p h o r ® (p r e w a r m e d t o 3 7
° C )
w a s m e a s u r e d i n t o a 10 0 m l v o l u m e t r i c fl a sk a n d b r o u g h t u p t o v o l u m e w i t h de i o n i z e d
1 7
w a t e r T h e s o l u t i o n w a s t h e n m i x e d o n a s t i r p l a t e o n v e r y l o w h e a t u n t il t h e E m u l p h o r ®
w a s d i s s o l v e d T h r e e m l (f o r m i c e ) o r 12 m l (f o r r a t s ) o f 1 0 % E m u l p h o r ® w a s m e a s u r e d
i n t o a g l a s s v i a l , w hi c h w a s t he n s e a l e d w i t h a c r im p c a p c o n t a i n i n g a T e fl o n
^ ' ^ - c o a t e d
s e p t u m T h e v i a l s w e r e w a r m e d t o 3 7
° C i n a s h a k e r w a t e r b a t h b e f o r e t h e a d d i t i o n o f
B D C M .
T h e s t o c k B D C M w a s s t o r e d i n t h e fr e e z e r a n d w a s fi l t e r e d t h r o u g h Wh a t m a n ™
fi lt e r p a p e r t o r e m o v e t h e p o t a s s i u m c a r b o n at e p r e s e r v a t i v e b e f o r e u s e T he c a l c u l a t i o n s
f o r d e t e r m i n i n g t h e v o l u m e o f B D CM n e c e s s a r y f o r e a c h do s e w e r e b a s e d o n t h e d e s i r e d
d o s e a n d a dm i n i s t r a t i o n o f 0 1 m l s o lu t i o n / 10 g b o dy w e i g ht (B D WT ) fo r m i c e o r 5 m l/ k g
B D WT fo r r a t s T h e s t o c k B D CM w a s t h e n m e a s u r e d w i t h a g a s - t i g h t sy r i n g e w i t h a
T e fl o n ™ p lu n g e r a n d i n j e c t e d i n t o t h e v i a l s T h e s e w e r e s h a k e n w e l l , s o n i c a t e d fo r t hr e e
m i n u t e s t o b e s u r e t h e B D C M w a s i n s o lu t i o n
,
a n d w r a p p e d i n f o i l t o p r e v e n t b r e a k d o w n
fr o m l i g ht T h e s e s o l u t i o n s w e r e m a d e e a c h m o r n i n g 2 - 3 h o u r s b e f o r e t h e a n im a l s w e r e
g a v a g e d
T h e d o s in g s o l u t i o n w a s w it h d r a w n f r o m t h e v i a l s u s i n g a o n e m l s y r i n g e a n d a n
18 g a u g e n e e d l e T h e s h a r p n e e d l e w a s r e p l a c e d w i t h a 2 2 o r 2 4 g a u g e o r a l g a v a g e n e e d l e
( 18 o r 2 0 g f o r r a t s ) , a n d B D C M w a s a dm i n i s t e r e d o r a l ly t o e a c h a n im a l e v e r y m o r n in g
u n t il t h e d a y o f s a c ri fi c e .
B D C M c o n c e n t r a t i o n s w e r e v e ri fi e d u s i n g G C h e a d s p a c e a n a l y s i s A 1. 0 m l
s a m p l e o f s o l u t i o n w a s p l a c e d i n a 10 m l v i a l a n d s e a l e d w i th a n a l u m i n u m c r i m p c a p
c o n t a i n i n g a T e fl o n
^ '^ - c o a t e d s e p t u m T h e s a m p l e w a s t h e n p l a c e d i n a h e a d s p a c e
au t o s a m p l e r (M o de l 1 9 3 9 5 A , H e w l et t - P a c k a r d , A v o n d a l e P A ) a n d h e a t e d t o 7 7
° C f o r 15
m i n u t e s b e f o r e s a m p l i n g A 1 0 m l s a m p l e o f t h e p r e s s u r i z e d h e a d s p a c e w a s a u t o i n j e c t e d
i n t o t h e G C (M o d e l 5 8 9 0 , Se ri e s I I , H e w l e t t - P a c k a r d ) w i t h 6 ft , 1/ 8 i n s t a in l e s s s t e e l
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c o lu m n p a c k e d w i t h 8 0 / 1 0 0 c a r b o p a c k w i t h 0 . 1% SP - 10 0 0 (Su p e l c o , B e l l e f o n t e , P A )
O v e n t e m p e r a t u r e w a s 12 0
° C A c t u a l c o n c e n t r a t i o n s w e r e w it h i n 5 % o f t a r g e t
c o n c e n t r a t i o n s
P r e p a r a t i o n o f D C A i n D r i n k i n g W a t e r
T h e D C A (A l dr i c h ) w a s m e a s u r e d b y u s in g a g l a s s p i p e t t e (v o l u m e w a s
d e t e r m i n e d a c c o r d i n g t o t h e s p e c i f i c g r a v it y ) a n d a dd e d t o d e i o n i z e d w a t e r t o y ie l d
c o n c e n t r a t i o n s o f 0 5 a n d 3 5 g / L D C A f o r St u dy 13 o r 0 0 5 , 0 5 , a n d 2 0 g /L D C A f o r
St u d i e s 1 4 a n d 1 5 S o lu t i o n s w e r e a dj u s t e d t o pH 6 6 - 7 3 w it h N a O H a n d w e r e s t o r e d a t
4 ° C f o r a m a x im u m o f o n e w e e k
,
a ft e r w h i c h fr e s h b a t c h e s w e r e m a d e P l a i n d e i o n i z e d
w a t e r o r D C A w a s a dm i n i s t e r e d in 2 4 0 m l b r o w n , g l a s s b o t t l e s w i t h r u b b e r s t o p p e r s a n d
b a l l - b e a ri n g s i p p e r t u b e s A l t h o u g h t h e s e s o lu t i o n s a r e n e i t h e r r e a c t iv e n o r l i g h t
- s e n s i t i v e
,
t h e b r o w n
, g l a s s b o t t l e s w e r e f o u n d t o b e l e s s l i k e l y t o l e a k t h a n s t a n d a r d p l a s t i c b o t t l e s
B o t t l e s w e r e w e i g h e d , c le a n e d , a n d r e fi l l e d w i t h f r e s h D C A e v e r y t h i r d o r f o u r t h d a y .
C o n c e n t r a t i o n s o f D CA i n d ri n k i n g w a t e r s a m p l e s w e r e c o n fi r m e d u s i n g t h e
I n t e g r a t e d L a b o r a t o r y Sy s t e m s st a n d a r d o p e r a t i n g p r o c e d u r e f o r t h e L a m b d a 4 B
Sp e c t r o p h o t o m e t e r (P e r k i n - E lm e r L t d , B e a c o n s fi e l d , B u c k in g h a m sh i r e , E n g la n d ) by
c o m p a ri n g t h e a b s o r b a n c e o f e a c h s a mp l e t o t h e a b s o r b a n c e o f t h e a p p r o p ri a t e D C A
s t a n d a r d A c t u a l d o s e s v a ri e d b e t w e e n e x p e ri m e n t s du e t o d i f f e r e n c e s i n d ri n k i n g w a t e r
c o n s u m p t i o n a m o n g a n im a l s T hi s w i l l b e a d d r e s s e d in t h e R e s u l t s s e c t i o n o f t hi s p a p e r
P r e p a r a t i o n o f P o s i t i v e C o n t r o l S o l u t i o n s
Cy c l o p h o s p h a m i d e
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S a l i n e w a s a d d e d t o a b o t t l e c o n t a i n in g p r e w e i g h e d c y c l o p h o s p h a m i d e (C Y ,
Si g m a ) t o y i e l d a n 8 0 mg / m l s o l u t i o n , w hi c h i n t u r n y i e l d e d a n 8 0 mg / k g do s e fo r a
m o u s e r e c e iv i n g a n i p i n j e c t i o n o f 0 1 m l/ 1 0 g B D WT D u e t o e x t r e m e l y l o w r e s p o n s e i n
s o m e a s s a y s , i t w a s d if f i c u l t t o de t e r m i n e w h e t h e r t h e a s s a y w a s w o r k i n g a s i t s h o u l d o r
w h e t h e r t h e a n im a l s w h i c h d i d n o t r e s p o n d h a d n o t b e e n im m u n i z e d p r o p e r ly I n o r d e r t o
g e t s o m e r e s p o n s e , d o s e s w e r e r e d u c e d t o 4 0 m g / kg / d a y b y r e du c i n g t h e CY
c o n c e n t r a t i o n t o 4 0 m g / m l C Y w a s r e c e i v e d i p b y e a c h a n im a l i n t h e p o s it i v e c o n t r o l
g r o u p e v e r y d a y f o r f o u r d a y s p r i o r t o imm u n i z a t i o n (o r p r i o r t o s a c r i f i c e f o r a n L P a s s a y )
D e x a m e t h a s o n e
A l OX s t o c k s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 12 5 m g o f d e x a m e t h a s o n e (D E X ,
Si g m a ) t o 4 0 0 m l o f d e i o n i z e d w a t e r F r o m t h i s s o l u t i o n , a 1 2 m l a l i q u o t w a s a d d e d t o
1 0 8 m l d e i o n i z e d w a t e r a n d w a s a dm i n i s t e r e d i n t h e d r i n k i n g w a t e r i n b r o w n , g l a s s b o t t l e s
w i t h s t a i n l e s s s t e e l s ip p e r t u b e s T h e D E X d r i n k i n g w a t e r s o lu t i o n s w e r e p r e p a r e d a n d
c h a n g e d t h r e e t im e s a w e e k , a n d s h o u l d h a v e y i e l d e d a d o s e o f a p p r o x im a t e l y 5
m g / kg / m o u s e / d a y , b a s e d o n e a r l i e r w a t e r c o n s u m p t io n s t u d ie s I t w a s d e t e r m i n e d t h a t
C 5 7 B L / 6 m i c e w e i g h i n g 2 0 - 2 5 g d r i n k a n a v e r a g e o f 4 m l o f w a t e r / d a y H o w e v e r , m i c e i n
St u d y 1 d r a n k 3 - 4 t im e s m o r e t h a n t hi s , t he r e by r e c e i v in g e x t r em e ly h i g h d o s e s , w hi c h
w e r e l e t h a l f o r 4 o u t o f 6 a n im a l s .
D u e t o t h e o b v i o u s pr o bl e m s w it h a dm i n i s t r at io n o f D E X v i a dr i n k i n g w a t e r , m o r e
c o n t r o l l e d m e t ho d s s u c h a s i n t r a p e r i t o n e a l (i p ) in j e c t i o n o r o r a l g a v a g e s h o u l d b e
e m p l o y e d I n St u dy 1 1 , e a c h m o u s e i n t he p o s i t iv e c o n t r o l g r o u p r e c e i v e d 10 mg / k g / d a y
D E X p o (0 1 m l / 1 0 g B D WT o f 1 m g /m l D E X ) T h e g a v a g e m e t h o d w a s p r e f e r a b l e i n
t hi s c a s e b e c a u s e a l l o t h e r t r e a t m e n t g r o u p s w e r e b e i n g d o s e d v i a g a v a g e , a n d a k n o w n
a m o u n t o f D E X w a s r e c e iv e d B e c a u s e o f t h e i n c o n s i s t e n c i e s in e x p e r im e n t a l r e s u l t s
2 0
w h e n u s in g D E X a s a p o s it i v e c o n t r o l , C Y b e c a m e t h e c h e m i c a l o f c h o i c e f o r s u p p r e s s i n g
im m u n e r e sp o n s e s
I m m u n o a s s a y s
P l a q u e F o r m i n g C e l l (P F C) A s s a y
F o r b o t h imm u n i z a t i o n a n d p r e p a r a t i o n f o r a s s a y , s h e e p r e d b l o o d c e l l s (SR B C ,
E n v i r o n m e n t a l D i a g n o s t i c s , B u r l i n g t o n , N C ) w e r e w a s h e d t h r e e t im e s i n s a l i n e A n
a l i q u o t o f p a c k e d c e l l s ( c e n t r if u g e d a t a p p r o x im a t e l y 2 0 0 0 g ) w a s t h e n a d d e d t o s a l i n e t o
y i e l d t h e a p p r o p r i a t e c o n c e n t r a t i o n s T h e s a m e l o t o f SR B C w a s u s e d f o r b o t h
im m u n i z a t i o n o f a n im a l s a n d a s s a y
F o u r d a y s p r i o r t o s a c r if i c e , a l l o f t h e a n i m a l s w e r e imm u n i z e d i . p o r i v w it h a
s u s p e n s i o n o f SR B C i n s a l in e . F o r i p im m u n i z at i o n , t h e m i c e r e c e i v e d a n i n j e c t i o n o f 0 2
m l o f 10 % SR B C
,
a n d t h e r a t s r e c e i v e d 0 5 m l o f 1 5 % SRB C F o r i v im m u n i z a t i o n
,
t h e
m i c e r e c e i v e d a n i n j e c t i o n o f 0 2 m l o f 5% SR B C , a n d t h e r a t s r e c e i v e d a n i n j e c t i o n o f 0 5
m l o f 1 0 % SR B C .
A n im a l s w e r e a n e s t h e t i z e d w i t h C O 2 a n d e x s a n g u i n a t e d by s e v e r in g t h e n e c k v e i n s
o f m i c e o r c u t t i n g t h e s p le n i c v e i n o f r a t s p r i o r t o r e m o v i n g l y m p h o id o r g a n s B e f o r e a n y
o r g a n s w e r e r e m o v e d , b l o o d w a s c o l l e c t e d in s e r u m s e p a r a t o r t u b e s a n d a l l o w e d t o s it f o r
a p p r o x im a t e ly a n ho u r A t t h i s p o i n t , t u b e s w e r e c e n t r i f u g e d f o r 4 m i n u t e s a t 1 6 , 6 0 0 g a n d
s e t a s i d e u n t i l t h e P F C a s s a y w a s c o m p l e t e d
F o l l o w in g c e r v i c a l d i s l o c a t i o n , t he s p l e e n s w e r e r e m o v e d fr o m t h e m i c e a n d p l a c e d
i n a p l a s t i c t u b e c o n t a i n i n g 4 m l o f R P M I 164 0 m e d iu m (G i b c o , M a di s o n , W I ) c o n t a i n i n g
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5% h e a t - i n a c t iv a t e d f e t a l c a l f s e m m (F C S, H y C lo n e L a b o r a t o ri e s , I n c , L o g a n , U T ) a n d
g e n t a m i c i n (0 1 m l / 10 0 m l m e d iu m , G i b c o ) a n d k e p t o n i c e T h e s p le e n s a n d m e d i u m
w e r e t h e n p o u r e d i n t o a St o m a c h e r - 8 0 b a g a n d p r o c e s s e d i n a S t o m a c h e r ( Se w a r d
M e d i c a l , L o n d o n , U K ) f o r 2 0 s e c o n d s , o r u n t i l m o s t o f t h e c e l l s w e r e d i s p e r s e d T h e b a g
w a s t h e n r i n s e d Av i t h 1 m l o f R P M I , w h i c h w a s t h e n a d d e d t o t h e c e l l s u s p e n s i o n . F o r
r a t s
,
s p l e e n s w e r e p l a c e d i n 5 m l R P M I p l u s F C S i n it i a l l y , a n d p r o c e s s i n g b a g s w e r e ri n s e d
w i t h 3 m l
T h e s p l e e n c e l l s u s p e n s i o n w a s r e t u r n e d t o t h e t e s t t u b e , w h e r e t h e c e l l d e b ri s w a s
a l l o w e d t o s e t t l e f o r 10 m i n u t e s T h e c e ll s w e r e t r a n s f e r r e d t o a n e w t u b e b y p o u r i n g
t hr o u g h g a u z e t o r e m o v e t h e r e m a i n i n g de b r i s F r o m t h i s s t o c k , c e l l s w e r e a d d e d t o
m e d i u m i n 5 m l p o l y s t y r e n e t u b e s t o y i e l d 1 : 1 0 a n d 1 :2 0 o r 1 :2 0 a n d 1 :4 0 d i l u t i o n s T o
d e t e r m i n e s p l e e n c e l l c o n c e n t r a t i o n , 4 0 u l o f s t o c k c e l l s u s p e n s i o n w a s a d d e d t o a C o u l t e r
v i a l c o n t a i n i n g 19 9 6 m l o f C o u l t e r I s o t o n ( 1: 5 0 0 fi n a l d i l u t io n ) T h e R B C s w e r e t h e n
l y s e d w it h C o u lt e r Z a p o g l o b i n , a n d t h e l e u k o c y t e s w e r e c o u n t e d o n a C o u lt e r C o u n t e r
M o d e l Z B I ( C o u lt e r E l e c t r o n i c s , H i a l e a h , F L ) T h e c e l l v i a b il i t i e s w e r e de t e r m i n e d u s i n g
t r y p a n b l u e e x c l u s i o n T h e c e l l c o u n t s a n d v i a b i l it i e s w e r e u t i l iz e d t o c a l c u l a t e P F C / I O^
v i a b l e c e l l s a n d 10 ^ PF C / s p l e e n
A 4 0 % su s p e n s i o n o f w a s h e d SR B C i n R PM I m e d iu m w a s p r e p a r e d a s i n d i c a t o r
c e l l s T h e s t o c k g u i n e a p i g c o m p l e m e n t (G i b c o ) w a s t h a w e d a n d di l u t e d 1 : 3 w it h R P M I
m e d iu m B o t h o f t h e s e w e r e k e p t o n i c e
O n e h a l f g o f 0 5% B a c t o A g a r (D i f c o , D e t r o i t , M i c h ig a n ) , 9 0 m l d e i o n i z e d w a t e r ,
1 0 m l o f 1OX E a ri e ' s B a l a n c e d Sa l t So l u t io n (G i b c o ), a n d 5 m l o f I M H e p e s b u f fe r
(G ib c o ) w e r e a d d e d t o a 15 0 m l b e a k e r a n d a l l o w e d t o b o il f o r 1 0 m i n u t e s . T h e n 1. 6 m l
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o f D E A E d e x t r a n (P h a r m a c i a F in e C h e m i c a l s A B , U p p s a l a , Sw e d e n ) w a s a d d e d a n d
m i x e d w e l l b y s w i r l i n g T h e a g a r s o lu t i o n w a s t h e n p l a c e d i n a 4 7
° C w a t e r b a t h .
G l a s s t e s t t u b e s ( 10 x 7 5 m m ) w e r e p l a c e d i n a w a t e r b a t h T o t h e s e , 0 . 3 5 m l o f
a g a r s o lu t i o n , 2 5 u l o f 4 0 % S R B C , 0 1 m l o f t h e a p p r o p r i a t e s p l e e n c e l l di l u t i o n , a n d 2 5
u l o f g u i n e a p ig c o m p l e m e n t (G i b c o ) w e r e a d d e d T h e t u be s w e r e v o r t e x e d , a n d t h e
m i x t u r e w a s p o u r e d i n t o t h e c e n t e r o f a 1 0 0 m m p la s t i c c u l t u r e p l a t e (# 3 10 0 , C o s t a r ,
C a mb r i dg e , M a s s a c hu s e t t s ) , a n d c o v e r e d w i t h a 4 5 x 50 mm c o v e r s l ip T w o p l a t e s w e r e
p o u r e d f o r e a c h di l u t i o n Wh e n t h e a g a r s o l i di fi e d , a l l o f t h e p l a t e s w e r e p l a c e d i n a 3 7
° C
i n c u b a t o r f o r 3 h o u r s T h e p l a q u e s w e r e t h e n c o u n t e d o n a p l a qu e v i e w e r (B e l l c o G l a s s ,
I n c
,
V i n e l a n d
,
N J)
A v e r a g e p la qu e s / s p l e e n a n d p l a q u e s / 1 0 ^ c e ll s w e r e c a l c u l a t e d f o r a ll f o u r p l a t e s
p e r a n im a l o n a L o t u s 1 - 2 - 3 c o m pu t e r sp r e a d s h e e t , u s i n g v a lu e s f o r t h e c e l l d i l u t i o n s , c e l l
c o u n t s
,
v i a b i l i t i e s
,
a n d n u mb e r o f p l a q u e s T h e m e a n v a l u e s o f e a c h g r o u p o f a n im a l s
w e r e a n a l y z e d s t a t i s t i c a l l y t o d e t e r m i n e if t h e r e w e r e s i g n ifi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n
t r e a t m e n t g r o u p s a n d c o n t r o l
H e m a g g l u t i n a t i o n (H A) T i t e r
T he H A t it e r w a s p e r f o r m e d a fl :e r t h e P F C p l a t e s w e r e p l a c e d i n t he i n c u b a t o r
T h e s e r u m w a s r e m o v e d fi ^ o m th e s e p a r a t o r t u b e s u s i n g a g l a s s p i p e t t e , p l a c e d i n a n
E p p e n d o r f
"^ t u b e
,
a n d h e a t - i n a c t i v a t e d i n a 5 6 ° C w a t e r b a t h f o r 3 0 m i n u t e s
T w e n t y - fi v e u l o f P B S w e r e a d d e d t o e a c h w e l l o f a 9 6 w e ll , U - b o t t o m m i c r o t i t e r
p l a t e ( C o s t a r ) A p o s i t iv e t i t e r r o w (P B S, SR B C , a n d a k n o w n a n t i - SRB C se r u m ) a n d a
n e g a t iv e t it e r r o w (P B S a n d SR B C o n l y ) w e r e i n c l u d e d i n e a c h a s s a y T h e t e s t a n d
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c o n t r o l s e r a w e r e v o r t e x e d
,
a n d 2 5 u l w a s a d d e d t o t he fi r s t w e l l o f t h e a pp r o p r i a t e r o w
U s in g a n E p p e n d o r f p i p e t t o r , t h e s e r u m a n d PB S i n t h e fi r s t w e l l w e r e m i x e d by p ip e t t i n g
u p a n d d o w n 6 - 8 t im e s , a n d a t w o - f o l d d i l u t i o n m a de by a d d in g 2 5 u l o f t h i s s u s p e n s i o n t o
2 5 u l o f P B S i n t h e n e x t w e l l T h e s e r u m w a s d i l u t e d s e r i a l ly tw e lv e t im e s d e c r e a s i n g t h e
c o n c e n t r a t i o n t h r o u g h t h e l a s t w e l l ( 1 : 6 , 1 : 1 2 , 1 :2 4 , e t c ) , a n d t h e r e m a i n i n g 2 5 u l o f t h e
l a s t d il u t i o n w a s d i s c a r d e d . T o e a c h w e l l , 2 5 u l o f 1% SR B C in P B S w a s a d d e d , p r e p a r e d
e a r l i e r fi ^ o m w a s h e d SR B C (a n d k e p t o n i c e u n t i l u s e d ) A n o t he r 2 5 u l o f PB S w a s a d d e d ,
p l a t e s w e r e c o v e r e d , a n d p l a c e d in a 3 7
° C in c u b a t o r f o r a t l e a s t 1 h o u r
T h e H A t i t e r w a s t h e n r e a d f o r e a c h a n im a l o n a t e s t r e a d i n g m i r r o r (C o o k e
E n g i n e e r in g C o , A l e x a n dr i a , V A ) f o r e a c h a n im a l . U s i n g a L o t u s s p r e a d s h e e t , a v e r a g e
l o g 2 t it e r w a s c a l c u l a t e d f o r e a c h g r o u p a n d a n a ly z e d s t a t i s t i c a l ly
Ly mp h o c y t e P r o l if e r a t i o n (L P ) A s s ay
M i c e w e r e s a c r i f i c e d b y c e r v i c a l d i s l o c a t i o n (r a t s w e r e s a c r i fi c e d b y C O 2
a s p hy x i a t i o n , f o l l o w e d b y c e r v i c a l d i s l o c a t i o n ) i n r o t a t i n g o r d e r , o n e a n im a l f r o m g r o u p 1 ,
t h e n o n e f r o m g r o u p 2 , e t c T h e m o u s e sp l e e n s ( SP L ) a n d m e s e n t e r i c l y mp h n o d e s
(M L N ) w e r e r e m o v e d a s e p t i c a l l y a n d p la c e d i n 4 m l o f RP M I 16 4 0 m e d iu m c o n t a i n i n g
5 % h e a t - i n a c t i v a t e d h u m a n A B s e r u m (I r v i n e S c i e n t i fi c , Sa n t a A n a , C A ) a n d g e n t a m i c i n
(0 . 1 m l/ 10 0 m l m e d iu m ) i n s t e r i l e s n a p - c a p t u b e s T h e r a t SPL a n d M LN w e r e p l a c e d i n 5
m l o f R P M I 16 4 0 m e di u m c o n t a i n i n g 10 % h e a t - i n a c t i v a t e d F C S a n d g e n t a m i c i n (0 . 1 m l /
1 0 0 m l m e d iu m ) T h e s p l e e n s f r o m m i c e a n d r a t s w e r e k e p t o n i c e a t a l l t im e s
T he SP L a n d M L N w e r e t h e n p o u r e d in t o i n d iv i d u a l s t e r i l e St o m a c h e r - 8 0 ba g s
a n d m i n c e d i n a St o m a c he r (2 0 s e c o n d s f o r SP L a n d 15 s e c o n d s f o r M L N ) T h e
s u s p e n d e d c e l l s w e r e r e m o v e d w i t h a g l a s s p i p e t t e a n d r e p l a c e d i n t h e o r ig i n a l t u b e s
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E a c h s t o m a c he r b a g w a s t he n r i n s e d w it h 1 m l o f m e d i u m (3 m l f o r r a t s ) . T he m e d i u m
u s e d f o r r i n s i n g w a s a d d e d t o t h e o r i g i n a l c e l l s u s p e n s i o n , a n d t h e t u b e s w e r e i n v e r t e d t o
m i x c e l l s T h e c e l l c l u m p s w e r e a l l o w e d t o s e t t l e f o r 1 0 m i n u t e s T h e c e l l s u s p e n s i o n w a s
r e m o v e d f r o m t h e d e b r i s a n d p l a c e d in a c o n i c a l c e n t r i fu g e t u be T h e M L N w e r e
c e n t r i fu g e d a t l OOOg f o r 7 m i n u t e s , t h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d , a n d t h e p e l l e t w a s
r e s u s p e n d e d i n a v o l u m e o f m e d iu m (v o lu m e v a r i e d d e p e n d i n g u p o n t h e s i z e o f t h e p e l l e t
a n d w a s r e c o r d e d f o r e a c h a n im a l )
O n e m l o f N H4 C I w a s a d d e d t o p e l l e t e d SP L c e l l s t o ly s e t h e r e d b l o o d c e l l s
A ft e r 3 m i n u t e s , m e d i u m w a s a d d e d t o a fi n a l v o l u m e o f 1 0 m l , a n d t h e t u b e w a s
c e n t r i fi i g e d a t 2 5 0g fo r 7 m i n u t e s T h e s u p e r n at a n t w a s d i s c a r d e d , a n d 2 - 3 m l o f m e d i u m
w a s a d d e d in o r d e r t o r e s u s p e n d t h e p e l l e t T h e a m o u n t o f m e di u m a d d e d d e p e n d e d u p o n
t h e s i z e o f t h e p e l l e t a n d w a s r e c o r d e d f o r e a c h a n i m a l F o r r a t SP L , t h e r e d b l o o d c e l l s
w e r e l y s e d w i t h 2 m l N H 4 C I , a n d w e r e w a s h e d t w o t im e s T h e s e p e l l e t s w e r e u s u a ll y
r e s u sp e n d e d i n 4 m l o f m e d i a . T h e r a t a n d m o u s e SP L c e l l s w e r e k e pt o n ic e t hr o u g h o u t
a l l p r o c e d u r e s
T o d e t e r m in e t h e SP L a n d M L N c e l l c o n c e n t r a t i o n s , 4 0 u l o f s t o c k w a s a d d e d t o a
C o u l t e r v i a l c o n t a in i n g 19 9 6 m l o f I s o t o n ( 1 : 5 0 0 fi n a l d i l u t i o n ) T h e R B C s w e r e t h e n
ly s e d w i t h Z a p o g l o b i n , a n d t h e l e u k o c y t e s w e r e c o u n t e d o n a C o u l t e r C o u n t e r M o d e l
Z B L T h e c e l l v i a b i li t i e s w e r e d e t e r m i n e d u s in g t r y p a n b l u e e x c l u s i o n T h i s a l l o w e d fo r
a dj u s t m e n t o f t h e c e ll c o n c e n t r a t i o n , s o t h a t t h e s a m e n u m b e r o f v i a b l e c e l l s w a s a d d e d t o
e a c h w e l l o f t h e m i c r o t i t e r p la t e . T h e c e ll s w e r e di l u t e d w it h m e d i u m s o t h a t 1 0 0 u l o f
s u s p e n s i o n c o n t a i n e d 2 x 10
^ c e l l s (5 x 1 0 ^ c e l ls f o r r a t s ) .
I n t h e m o r n in g b e f o r e a n im a l s w e r e s a c r i fi c e d , t h e m i t o g e n s w e r e pr e p a r e d i n 5 0
m l c o n ic a l t u be s c o n t a i n in g m e d i u m t o y i e l d th e a p p r o p r i a t e c o n c e n t r a t i o n s T h e m it o g e n s
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u s e d f o r p r o l if e r a t i o n o f r a t SP L a n d M L N c e l l s w e r e p r e p a r e d in m e d i u m c o n t a i n i n g 1 x
1 0
" 4 M 2 - m e r c a p t o e t h a n o l (2 - M E , Si g m a ) T h i s w a s a c c o m p l i s he d by a d di n g 2 0 u l o f 2 -
M E t o 2 m l o f m e d iu m O f t h a t , 1 4 8 u l w a s a d d e d t o 2 0 0 m l m e d i u m i n a s e p a r a t e s t e r i l e
t i s s u e c u l t u r e fl a s k . W h e n t h e c e l l s a n d m it o g e n s w e r e a d d e d t o e a c h m i c r o t it e r w e l l , t h e
fi n a l 2 - M E c o n c e n t r a t i o n w a s 5 x 1 0 " ^ M
N e x t
,
1 0 0 u l o f e it h e r m e d i u m o r m i t o g e n w a s a d d e d t o e a c h w e l l o f s t e r i l e , fl a t -
b o t t o m e d
,
9 6 - w e ll m i c r o t it e r p l a t e s . C o n c a n a v a li n A (C o n A , Sig m a ) , p h y t o h e m a g g l u t i n i n
(P H A , B u r r o u g h s W e l l c o m e , G r e e n v i l l e , N C ) , a n d E . c o l i l ip p o p o ly s a c c h a r i d e ( L P S,
D if c o ) w e r e t h e m i t o g e n s c h o s e n f o r p r o li f e r a t i o n o f m o u s e SP L a n d M L N c e l l s F o r r a t s .
Sa lm o n e l l a ty p h i m u r i u m m i t o g e n ( ST M , R i b i I m m u n o c h e m , H a m il t o n , M T ) w a s u s e d in
p l a c e o f L P S T h r e e d i f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f C o n A a n d PH A w e r e u s e d p e r
e x p e r im e n t O p t im a l s t im u l a t i n g c o n c e n t r a t i o n s a n d d o s e r e s p o n s e c u r v e s w e r e
d e t e r m i n e d b e f o r e h a n d E a c h c o n c e n t r a t i o n o f m it o g e n w a s a d d e d t o t h e c e l l s i n t r i p l i c a t e
f o r e a c h o r g a n a n d e a c h a n im a l T hr e e w e l l s c o n t a i n i n g m e d iu m w i t h o u t m i t o g e n w e r e
a l s o i n c l u d e d p e r o r g a n a n d p e r a n im a l i n o r d e r t o d et e r m i n e b a s e l i n e r a d i o l o g i c a l
i n c o r p o r a t i o n f o r u n s t im u l a t e d c e l l s , y i e l di n g 2 4 w e l l s p e r o r g a n p e r a n im a l T h e p l a t e s
w e r e p l a c e d i n a 3 7
° C
,
5 % C O 2 , 1 0 0 % hu m i d i t y i n c u b a t o r u n t i l c e l l d i l u t i o n s w e r e m a d e
F o r e a c h a n im a l a n d e a c h o r g a n , 2 x 1 0
^ c e ll s f o r m i c e
,
o r 5 x 10 ^ c e l l s f o r r a t s
,
(o p t im a l c o n c e n t r a t io n s a s d e t e r m i n e d b y o u r l a b o r a t o r y ) w e r e a d d e d t o e a c h w e l l i n t h e
m i c r o t i t e r p l a t e s T h e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
° C
,
5% C O 2 , 1 0 0 % hu m i d i t y f o r 7 2
h o u r s F o u r h o u r s p r i o r t o h a r v e st , 0 5 u C i o f
^H - t h y m i d in e (a t a s p e c i fi c a c t iv i t y o f 6 7
C i/ m m o l e
,
N e w E n g l a n d N u c le a r , B o s t o n , M A ) w a s a d d e d t o e a c h w e l l (2 5 u l o f 0 1 m l
t h y m i d in e in 4 9 m l m e d i a ), a n d t h e p l a t e s w e r e r e t u r n e d t o i n c u b a t o r f o r t h e r e m a i n i n g 4
h o u r s
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T h e c e l l s w e r e h a r v e s t e d o n t o g l a s s fi b e r fi l t e r s u s in g a n a u t o m a t i c PH D H a r v e s t e r
(C a m b r i d g e T e c hn o l o g y , W a t e r t o w n , M A ), p l a c e d i n p o ly e t h y l e n e v i a l s , a n d a l l o w e d t o
d r y o v e r n i g ht C y t o s c i n t s c i n t i l l a t i o n c o c k t a i l (I C N B io c h e m i c a l s , I n c , I r v i n e , C A ) w a s
a d d e d t o t h e v ia l s w i t h a n a u t o m a t i c fi l l e r a n d c a p p e d w i t h a n a u t o m a t i c b a l l c a p p e r (b o t h
p a r t o f t he PH D H a r v e s t e r S y s t e m )
T h e v i a l s w e r e t h e n c o u n t e d a s c o u n t s p e r m i n u t e (C PM ) o n a l i q u i d s c i n t i l l a t i o n
a n a ly z e r A - 2 0 0 0 (P a c k a r d I n s t r u m e n t C o m p a n y , D o w n e r
'
s G r o v e
,
I L ) T h e n e t CP M
(m i t o g e n r e sp o n s e m i n u s u n s t im u l a t e d r e s p o n s e fo r e a c h o r g a n o f e a c h a n i m a l ) a n d
a v e r a g e m i t o g e n r e s p o n s e s f o r e a c h g r o u p w e r e d e t e r m i n e d u s i n g a L o t u s s p r e a d s h e e t
p r o g r a m a n d t he n a n a l y z e d s t a t i s t i c a ll y
C h a p t e r 4
R e s u l t s
C h l o r i n e
St u dy 7 - I n t h i s i n i t i a l e x p e r im e n t , f e m a l e C 57 B L / 6 m i c e w e r e e x p o s e d t o
c hl o r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r f o r 14 d a y s T a r g e t c o n c e n t r a t i o n s w e r e 7 5 , 15 , a n d 3 0 mg / L
c h l o r i n e A v e r a g e do s e s f o r a ll s t u d ie s w e r e d e t e r m i n e d by m u lt i p l y i n g a c t u a l
c o n s u m p t i o n b y t h e c o n c e n t r a t i o n o f s o l u t i o n a n d t h e n by d i v i d i n g by a v e r a g e b o dy
w e i g ht A c t u a l d o s e s f o r t h i s s t u d y w e r e 1 . 4 , 2 5 , o r 5 m g / kg / m o u s e /d a y M i c e w e r e
imm u n i z e d w i th SR B C o n d a y 10 o f d o s in g (f o u r d a y s p r i o r t o s a c r i fi c e ) O n d a y 14 , a
P F C a s s a y w a s p e r f o r m e d F o r t hi s a n a l y s i s , r e s u l t s o f t w o e x p e r im e n t s w e r e c o m b i n e d ,
o n e o f w h i c h d i d n o t h a v e a 7 5 m g /L t r e a t m e n t g r o u p
In o n e e x p e r im e n t , a p o s i t iv e c o n t r o l g r o u p r e c e i v e d D E X i n t h e i r d r i n k i n g w a t e r
a t a c o n c e n t r a t i o n o f 0 0 3 m g / m l , w h i c h w a s e x p e c t e d t o d e l i v e r a d o s e o f a p p r o x im a t e l y
5 m g / kg B D W T /d ay H o w e v e r , m i c e r e c e i v e d m u c h hi g he r d o s e s o f D E X ( 1 1- 12 m g / k g
B D WT / d a y ) du e t o e x c e s s i v e w a t e r c o n su m p t i o n T hi s p r o v e d l e t h a l f o r t w o o f t h e s i x
m i c e I n t h e s e c o n d s t u d y , e a c h m o u s e i n t h e p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p r e c e iv e d a n i p
i n j e c t i o n o f 8 0 m g/ k g C Y e a c h d a y fo r f o u r d a y s p r i o r t o im m u n iz a t i o n .
N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s (im m u n o s u p p r e s s i o n o r e n h a n c e m e n t ) w e r e s e e n i n
n u m b e r o f p l a q u e s o r i n a n t i b o d y t i t e r b e tw e e n t h e c o n t r o l a n im a l s a n d t h e c h l o r i n e t r e a t e d
a n im a l s (T a b l e 1) N o c h a n g e i n s p le e n o r t hy m u s w e i g h t s w a s d e t e c t e d T h e D E X g r o u p
h a d s i g n i fi c a n t l y f e w e r p l a q u e s / l O
^ c e l l s ( 3 1 8 ) , a l o w e r a n t i b o d y t i t e r (2 0 ) , a n d r e d u c e d
s p l e e n w e i g h t (3 3 8 m g ) c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l g r o u p , sh o w in g t h a t t he a s s a y w a s
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p e r f o r m e d a c c o r d in g t o p r o t o c o l a n d r e s p o n d e d t o t h e p o s i t i v e c o n t r o l a s e x p e c t e d
A n i m a l s t h a t r e c e i v e d C Y d i d n o t d e m o n s t r a t e a n a n t i b o d y r e s p o n s e t o S R B C T h e
a v e r a g e s p l e e n w e ig ht (6 1 3 m g ) a n d a v e r a g e t h ym u s w e i g h t ( 1 5 8 m g ) f o r t h e C Y g r o u p
w e r e a l s o s ig n i fi c a n t l y l o w e r t ha n t h e r e s p e c t i v e o r g a n w e ig h t v a l u e s f o r t h e w a t e r
c o n t r o l s
T a b l e 1 E f e c t s o f c h l o ri n a t e d d ri n k i n g w a t e r o n fe m a l e C 57B L / 6 m ic e fo l l o w i n g a 2 w e e k
e x p o s u r e
P a r a m e t e r ^ D e i o n i z e d 1 4 m gA : g 2 5 m g/ k g 5 m g/ k g
Wa t e r (9 - I I ) '' C h l o ri n e (6 )' ' C h l o ri n e (9 - l l ) ' ' C h l o r i n e ( 10 - l l f
B o dy w e igh t , g 22 4 ± 0 6 20 0 ± 0 3 2 2 6 ± 1 2 2 1 1 ± 0 5
Sp l e e n w e ig h t , m g 102 3 ± 2 7 98 2 ± 5 7 10 3 1 ± 4 6 96 1 ± 3 1
(% b o d y w e i gh t ) (0 46 ) (0 4 9 ) (0 4 6 ) (0 4 5 )
T h ym u s , m g
' = 5 0 4 ± 2 2 46 0 ± 1 9 4 7 4 ± 5 0 45 7 ± 2 9
(% b o dy w e igh t ) (0 24 ) (0 2 3 ) (0 2 4 ) (0 2 3)
H xm i o r a l I mm u n i ty
10
" *
P F C / s p l e e n 4 3 ± 0 6 7 1 ± 1 5 6 7 ± 1 1 4 1 ± 0 7
PF C / I O^ c e l l s 2 70 ± 3 3 4 32 ± 82 4 38 ± 77 2 95 ± 5 6
H A ( l o g ^ t i t e r ) 7 1 ± 0 3 6 7 ± 0 6 7 9 ± 0 4 7 6 ± 0 3
*
± SE M
T Mu m be r o f m i c e p e r g r o u p ( N )
' N = 5 - 6
St u dy 2 - T h i s s t u d y w a s a fo l l o w - u p t o t h e p r e v i o u s e x p e r im e n t , b u t e x a m i n e d t h e
e f f e c t s o f c h l o r i n e o n m it o g e n r e s p o n s e s o f c u lt u r e d B a n d T l y m p h o c y t e s (l y m p h o c y t e
p r o l if e r a t i o n ) f r o m b o t h s p l e e n s a n d m e s e n t e r i c ly m p h n o d e s
A s i n St u d y 1 , f e m a l e C 57 B L / 6 m i c e w e r e a dm i n i s t e r e d 7 5 , 15 , o r 3 0 m g / L
c hl o r i n e v i a d r i n k i n g w a t e r A v e r a g e d o s e s w e r e 1 6 , 3 2 , o r 6 3 m g / k g/ m o u s e / d a y ,
r e sp e c t i v e ly
T h e r e w a s a s i g n i fi c a n t i n c r e a s e in s p l e e n c e l l p r o l if e r a t i o n w i t h o u t m i t o g e n fo r t h e
1 . 6 m g / k g d o s e g r o u p , a s w e l l a s i n t h e r e s p o n s e t o C o n A a n d P H A ( T a b l e 2 A )
E n ha n c e m e n t in m i t o g e n r e sp o n s e w a s a l s o e v i d e n t i n t h e 6 3 m g /k g d o s e g r o u p , a l t h o u g h
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o n l y t h e r e s p o n s e t o C o n A w a s s i g n i f i c a n t c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l C h l o r i n e h a d n o
s i g n i fi c a n t e f f e c t o n m e s e n t e r i c ly m p h n o d e p r o l i f e r a t i o n (T a bl e 2 B )
T a bl e 2 A . E f e c t s o n s p l e e n l ym ph o c y t e p r o l i fe r a t i o n i n fe m a l e C 57B L / 6 m ic e f o l l o w i n g 2 w e e k e x p o s u r e t o
c h l o r i n a t e d d r i n k i n g w a te r
D e i o n i z e d P o s i t i v e 1 6 m g/ k g 3 2 m g /k g 6 3 m g/ k g
W a t e r Ce ) " C o n t r o l (6 ) ^
' ' C h l o ri n e (6y Ch l o ri n e CS )
" C h l o r i n e (6 f
M i t o g e n (^ g/ w e l l ) N E T C PM x 10
-
- ^
± SE M
C e l l s O n ly 0 16 ± 0 0 1 0 16 ± 0 0 1 0 30 ± 0 0 5
' ^
0 18 ± 0 03 0 2 0 ± 0 02
C o n A (0 4 ) 6 3 ± 0 6 1 9 ± 0 5 14 0 ± 1 6
' ^ 6 5 ± 1 1 1 1 9 ± 2 0 ' ^
PH A (0 2 ) 10 1 ± 1 5 2 7 ± 0 4
"= 1 6 1 ± 1 5 ' * 10 9 ± 1 9 13 7 ± 1 8
L PS (2 0 ) 12 8 ± 1 6 0 3 ± 0 1
° 18 8 ± 2 8 10 3 ± 1 7 14 0 ± 1 1
^ N u m be r o f m i c e p e r gr o u p ( N )
i p i n j e c t i o n s o f 80 m g /k g /da y c y c l o p h o s ph a m i d e f o r 4 d a y s pri o r t o
im m u n i z a t i o n w it h SR B C
"^ S i g n i f i c a n t a t P < 0 1, D u n n e t t
'
s t - t e s t
■^ S i g n i fi c a n t a t P< 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t
T a b l e 2 B . E f e c t s o n m e s e n t e r i c lym p h n o de lym p h o c y te p r o l i f e r a t i o n i n f e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e f o l l o w i n g 2 w e e k
e x p o s u r e t o c h l o r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r
D e i o n i z e d P o s i t i v e 1 6 m g/ k g 3 2 m g/ k g 6 3 m g/k g
W a t e r (6 )
' ' C o n t r o l ( 3f
' ' C h Io r i n e (5 - 6 )
' ' C h l o r i n e CS )
"
C h l o r i n e ( 5 - 6 )
' '
M i t o ge n (^ g/ w e l l ) N ET C PM x l O
' ^
d r SEM
C e l l s O n ly 0 08 ± 0 07 0 0 8 ± 0 08 0 0 8 ± 0 0 1 0 0 8 ± 0 0 1 0 0 8 ± 0 0 03
C o n A (0 4 ) 19 7 ± 2 5 1 6 ± 0 1 18 . 9 ± 6 1 19 1 ± 5 1 14 8 ± 2 9
P H A (0 2 ) 18 2 ± 1 8 - 0 08 ± 0 0 1 >= 18 0 ± 1 9 15 1 ± 1 6 ** 14 3 ± 1 8
L P S(2 0 ) 0 75 ± 0 16 - 0 0 8 ± O OP 0 3 6 ± 0 0 7 0 3 8 ± 0 10 0 4 6 ± 0 0 7
^ N u m b e r o f m i c e p e r gr o u p (N )
i p i n j e c t i o n s o f 8 0 m g /k g /da y c y c lo p h o s p ha m i d e f o r 4 d a y s pri o r t o
i m m u n i z a t i o n w it h SR B C
'^ S i g n i fi c a n t a t P < 0 ] , D u n n e t
'
s t - t e s t
^ = 3
T h e C Y g r o u p h a d a s i g n i fi c a n t d e c r e a s e i n t h e r e s p o n s e t o b o t h PH A a n d L P S,
b u t n o t t o C o n A So m e o f t h e b o d y a n d s p l e e n w e i g ht s w e r e n o t r e c o r d e d du e t o
l a b o r a t o r y e r r o r a n d , t h u s , w e r e n o t a n a ly z e d s t a t i s t i c a l ly .
S t u dy i - C hl o r i n a t e d dr i n k i n g w a t e r w a s a d m i n i s t e r e d fo r s i x w e e k s u s in g th e s a m e
s p e c i e s a n d s e x o f m o u s e a s in t h e p r e v i o u s t w o s t u d i e s M i c e w e r e im m u n i z e d w i t h
S RB C f o u r d a y s p r i o r t o s a c r i fi c e T w o s e p a r a t e P F C a s s a y s w e r e r u n in o r d e r t o
d e t e r m i n e di f f e r e n c e s in r e s p o n s e t o i . v . (St u d y 3 A ) v e r s u s i p (St u d y 3 B ) im m u n i z a t i o n .
3 0
A v e r a g e d o s e s w e r e 1 4 , 2 5 , o r 5 1 mg / k g c h l o r i n e f o r S t u d y 3 A a n d 1 2 , 2 3 , o r 4 6
m g /k g c h l o r i n e f o r St u dy 3 B P l a qu e r e s p o n s e s , H A t it e r s , a n d o r g a n t o b o d y w e i g h t
r a t i o s a r e p r e s e n t e d i n T a bl e s 3 A a n d 3 B
T a b l e 3 A . E f e c t s o f a 6 w e e k e x p o s u r e t o c h l o ri n a t e d d ri n k i n g w a t e r i n f e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e f o U o w m g i v
im m u n i z a t i o n w i t h SRB C
P a r a m e t e r ^ D e i o n i z e d
W a te r ( 5 - 6 )
'^
P o s i t i v e
C o n t r o l ( 6)
''
-
' ^
1 4 m g/ k g
C hl o ri n e ( 6)
' '
2 5 m g/ k g
Ch l o ri n e (6 )
' '
5 1 m g/ k g
C h lo r i n e (6 )fa
B o dy w e igh t s , g
O r g a n w e i gh t s
S p l e e n , m g
(% b o d y w e i gh t )
T hym u s , m g
(% b o d y w e ig h t)
H u m o r a l Im m u n i t y
*
l O^ PF C / s p l e e n
PF C / 10 * c e l l s
H A ( l o g , t i t e r )
2 3 3 ± 0 7
1 17 2 ± 5 5
(0 5 1 )
4 3 7 ± 1 2
(0 19)
12 1 ± 2 3
6 35 ± 117
8 7 ± 0 2
2 2 0 ± 0 2
9 3 3 ± 3 1' *
(0 4 2)
22 8 ± 1 7
' '
(0 10)
=
1 7 ± 0 8 ' =
137 ± 6 P
4 7 ± 0 7=
22 9 ± 0 3
1 11 0 ± 5 7
(0 4 8 )
36 0 ± 4 1
( 0 16 )
9 4 ± 2 1
54 3 ± 1 14
8 7 ± 0 3
2 2 5 ± 0 6
1 16 2 ± 6 7
( 0 52 )
39 0 ± 3 7
( 0 17 )
9 4 ± 2 5
4 9 4 ± 10 0
9 2 ± 0 3
2 2 8 ± 0 3
1 11 2 ± 3 6
(0 4 9 )
4 3 8 ± 3 2
(0 19)
6 0 ± 1 7
3 55 ± 1 10
8 8 ± 0 4
*
± SE M
T > Ju m b e r o f m i c e p e r g r o u p ( N )
S p in je c t i o n o f 4 0 m g /k & 'd a y
C Y f o r 4 d a y s p ri o r t o imm u n i z a t i o n
" S i g n i fi c a n t a t P< 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t
^
S i g n i fi c a n t a t P < 0 1 , D u n n e t t
'
s t - t e s t
* i^ v i n j e c t i o n w i t h 0 2 m l 5% SR B C
T a b l e 3 B . E f e c t s o f a 6 w e e k e x p o s u r e t o c h l o ri n a t e d dri n k i n g w a te r i n f e m a l e C 57 BL / 6 m ic e f o l l o w i n g i p
i m m u n i z a t i o n w i th SR B C
P a r a m e te r
* D e i o n i z e d
W a t e r (6 )
''
P o s i t i v e
C o n t r o l (6 )
''
-
^
1 2 m g/ k g
C h l o ri n e (6 )
''
2 3 m g/ k g
C h lo ri n e ( 5)
fa
4 6 m g/ k g
C h l o ri n e (6 )
' '
B o dy w e igh t s , g
O r ga n w e i gh t s
S p le e n , m g
(% b o d y w e i ght )
T h ym u s , m g
(% bo d y w e i ght )
H u m o r a l h n m u n i t y
"
10
' * P F C / s p l e e n
PF C / 10 * c e l l s
H A ( l o g , t i t e r )
2 3 1 ± 0 9
106 5 ± 3 0
( 0 4 6)
4 8 7 ± 2 0
( 0 2 1)
7 6 ± 0 6
3 93 0 ± 4 1 8
8 3 ± 0 2
2 3 6 ± 0 5
8 8 2 ± 1 4 ' '
(0 3 7) " ^
26 8 ± 1 9 ' '
(O ! ! )" !
0 34 ± O I T ^
2 9 7 ± 14 3 " ^
3 2 ± 0 5
' '
2 4 1 ± 1 0
117 2 ± 6 8
( 0 4 9)
4 9 7 ± 2 0
(0 2 1)
8 8
4 13 . 3
8 7
0 5
2 8 4
0 2
2 4 2 ± 0 9
113 0 ± 3 4
(0 4 7 )
5 3 2 ± 2 5
(0 2 2 )
6 7 ± 1 9
30 4 8 ± 78 0
8 8 ± 0 2
22 5 ± 0 4
10 8 2 ± 2 9
( 0 4 8)
4 6 7 ± 2 0
( 0 2 1)
5 3 ± 0 9
24 9 5 ± 4 5 3
8 0 ± 0 0
"
i SE M
d u m b e r o f m i c e p e r g r o u p ( N )
"^
i p in j e c t i o n o f 4 0 m g /k g /d a y
C Y f o r 4 d a y s pri o r t o i m m u n i z a t i o n
' ^ S i g n i fi c a n t a t P < 0 1 , D u n n e t t
'
s t - t e s t
* i p i n j e c t i o n w i t h 0 2 m ) 10 % SR B C
F o r b o t h s t u d i e s , t h e r e w e r e n o s i g n i fi c a n t di f f e r e n c e s be t w e e n c o n t r o l a n d
c hl o r i n e t r e a t e d a n im a l s f o r a n y o f t he p a r a m e t e r s e v a l u a t e d . T h e r e w a s , h o w e v e r ,
3 1
s i g n i f i c a n t im m u n o s u p p r e s s i o n in t h e p o s i t i v e c o n t r o l a n im a l s f o r a l l p a r a m e t e r s e x c e p t
b o dy w e i g h t s I t a l s o a p p e a r e d t h a t a g r e a t e r n u m b e r o f p l a q u e s w e r e f o r m e d i n r e s p o n s e
t o i v imm u n i z a t i o n w i t h SRB C ' s
B r o m o d i c h l o r o m e t h a n e (a n d B r o m o f o rm )— D ri n k i n g W a t e r St u d i e s
St u dy 4 - l n t h i s e x p e r im e n t , f e m a l e C 5 7B L / 6 m ic e w e r e e x p o s e d t o B D CM in
dr i n k i n g w a t e r f o r 14 d a y s M i c e w e r e imm u n i z e d w i t h SR B C o n d a y 10 a n d s a c r i fi c e d
f o r a P F C a s s a y a t t h e e n d o f t h e e x p o s u r e p e r i o d . T a r g e t c o n c e n t r a t i o n s w e r e 0 . 0 5 , 0 . 2 5 ,
a n d 0 5 g /L B D CM A s t h e a n im a l s b e c a m e a c c u s t o m e d t o t h e t a s t e o f t h e s o l u t i o n s a t t h e
h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s , a v e r a g e d o s e s i n c r e a s e d D u r i n g w e e k 1 , m i c e r e c e iv e d a v e r a g e
d o s e s o f 1 0
,
3 5
,
o r 5 5 m g / k g , r e s p e c t i v e ly D u r i n g w e e k 2 o f e x p o s u r e , a v e r a g e d o s e s
w e r e 1 0 , 3 9 , o r 6 8 m g /k g A v e r a g e d o s e s f o r t h e d o s e g r o u p s o v e r b o t h w e e k s w e r e 1 0 ,
3 7
,
o r 6 2 m g /k g r e sp e c t i v e ly N e i t h e r t h e P F C a s s a y n o r t h e H A t i t e r s h o w e d s i g n i fi c a n t
d i f f e r e n c e s b e t w e e n t r e a tm e n t a n d c o n t r o l a n im a l s (T a b l e 4 ) .
T a b l e 4 . E f e c t s o f B D C M i n d r i n k i n g w a t e r i n fe m a l e C 57 B L / 6 m ic e fo l l o w i n g a 2 w e e k
e x p o s u r e
P a r am e t e r " 0 2 5% E mu l ph o r ® 10 m g/ k g 37 m g/ k g 62 m g/ k g
C o n t r o l ( 6)
' ' mX M {6 f B D C M (5 )' ' B D C M (6 ) fa
B o d y w e i gh t , g 2 0 3 ± 0 5 2 0 6 ± 0 4 2 0 0 ± 0 3 2 0 9 ± 0 5
Sp le e n w e i gh t , m g 82 0 ± 6 2 7 7 7 ± 5 0 8 7 8 ± 1 8 8 8 3 ± 3 0
(% b o d y w e ig ht ) ( 0 4 0 ) (0 3 8 ) (0 4 4 ) (0 4 2 )
H u m o r a l Im m u n i t y
10
"*
P F C / s p l e e n 3 4 ± 0 9 3 8 ± 1 0 4 0 ± 1 2 3 9 ± 1 2
PF C / 10
*
c e l l s 2 36 7 ± 59 8 26 9 2 ± 56 5 2 3 6 8 ± 6 6 8 2 4 1 2 ± 76 5
H A ( l o g ^ t i t e r ) 7 3 ± 0 2 7 5 ± 0 2 6 8 ± 0 5 7 5 ± 0 5
"
i SE M
T >I u m b e r o f m i c e p e r gr o u p (N )
S t u dy 5 - I n t h i s e x p e r im e n t , s i x t y f e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e w e r e e x p o s e d t o B D C M i n
t h e i r d r i n k i n g w a t e r f o r 1 4 d a y s T a r g e t c o n c e n t r a t i o n s w e r e t h e s a m e a s in St u d y 4 , b u t
a c t u a l a v e r a g e d o s e s w e r e 1 0 , 3 1 , a n d 5 5 m g /k g B D CM f o r t h e l o w , m i d d l e , a n d h i g h
3 2
d o s e g r o u p s , r e s p e c t i v e l y , o v e r t h e t w o w e e k p e r i o d B D C M s o l u t i o n s w e r e p r e p a r e d in
a n E m u l p h o r
® v e h i c l e ; ho w e v e r , a d e i o n i z e d w a t e r g r o u p w a s a d d e d t o d e t e r m i n e i f
E m u l p h o r ® a l o n e af f e c t e d a n y o f t h e m e a s u r e d e n d p o i n t s O n e h a l f o f e a c h d o s e g r o u p
w a s s a c r i fi c e d o n d a y 14 fo r a n L P a s s a y T he r e m a i n i n g m i c e w e r e t r e a t e d w i t h B D CM
f o r 2 m o r e w e e k s
,
a t w h i c h p o i n t a n o t h e r L P a s s a y w a s p e r f o r m e d (s e e St u d y 6 )
T a b l e 5A . E f e c t s o n s p l e e n ly m ph o c y t e p r o l i fe r a t i o n i n fe m a l e C 57B L / 6 m i c e f o l l o w i n g 2 w e e k e x p o s u r e t o
B IX ;M i n d r i n k i n g w a te r
D e i o n i z e d 0 2 5% l O m g/ k g 3 1 m g/ k g 5 5 m g/ k g
W a t e r ( 6)
^
E m u l ph o T<S
' (6 ) ^ B D C M (5 f B D C M CS)
"
B D C M (6 y
M it o g e n ( ng/ w e l l ) N ET C PM x I Q
- ^ ± SE M
C e l l s o n ly 0 19 ± 0 0 3 0 2 1 ± 0 03 0 18 ± 0 0 3 0 14 ± 0 02 0 18 ± 0 0 2
C o n A (0 4 ) 24 8 ± 7 6 37 1 ± 14 6 2 1 2 ± 3 3 3 1 8 ± 5 2 2 9 7 ± 3 2
PH A (0 4 ) 22 6 ± 4 8 2 4 6 ± 5 8 2 4 3 ± 2 2 2 5 3 ± 1 5 2 8 5 ± 2 3
L PS (2 0 ) 2 8 8 ± 5 1 33 3 ± 10 0 3 4 2 ± 3 4 34 2 ± 2 7 39 1 ± 3 9
^
N u m b e r o f m i c e p e r g r o u p (N )
T a b l e SB . E f e c t s o n m e s e n t e r i c lym p h n o de lym ph o c y te p r o l i f e r a t i o n i n f e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e f o l l o w i n g 2 w e e k
e x p o s u r e t o B D C M in d r i n k i n g w a t e r
D e i o n i z e d 0 2 5% 10 m g/ k g 3 1 m g/ k g 55 m g/ k g
W a t e r (6) ^ E m u l ph o r ® (6 ) ' ' B D C M (6 y B D C M (6 ) " B D C M Ce) "
M i t o g e n (^ g/ w e l l ) N E T C PM x 10
' ^ ± SEM
~
C e l l s o n ly 0 04 ± 0 0 1 0 0 4 ± 0 0 1 0 0 3 ± 0 0 02 0 04 ± 0 0 1 0 0 4 ± 0 0 1
C o n A (0 4 ) 32 1 ± 8 5 4 9 5 ± 11 0 34 6 ± 4 7 3 9 8 ± 8 4 4 7 0 ± 10 1
PH A (0 4 ) 15 5 ± 6 6 32 5 ± 4 0 2 4 0 ± 5 3 2 7 5 ± 7 9 3 1 0 ± 7 3
L P S(2 0) 1 3 ± 0 3 2 0 ± 0 6 1 7 ± 0 4 1 5 ± 0 3 2 4 ± 0 4
^ N u m b e r o f m i c e p e r g r o u p (N )
T a b l e 5 C . E ff e c t s o n b o d y a n d s p l e e n w e i gh t s i n f e m a l e C 57 B L / 6 m ic e f o l l o w i n g 2 w e ek e x p o s u r e t o B D C M i n
d r i n k i n g w a te r
P a r a m e t e r ^ D e i o n i z e d 0 2 5 % 10 m g/ k g 3 1 m g /k g 5 5 m g/ k g
W a t e r (6 )
t '
E m u l ph o r ® (6 )
^ B D C M (6 )
'' B D C M (6 )
'' B D C M Ce j
t '
B o dy w e igh t , g 2 0 4 ± 0 4 20 3
± 0 3 20 7 ± 0 5 20 7 ± 0 4 2 1 2 ± 0 7
Sp l e e n w e ig h t , m g 7 0 3 ± 0 7 7 3 7 ± 3 1 77 7 ± 3 0 74 5 ± 2 2 74 2
± 3 5
(% b o d y w e i gh t ) (0 35 ) (0 3 6) (0 38 ) ( 0 36 ) (0 35 )
^
± SE M
' d u m b e r o f m i c e p e r gr o u p (N )
3 3
N o s ig n i fi c a n t c h a n g e in t h e m it o g e n r e s p o n s e w a s d e t e c t e d b e t w e e n c o n t r o l s a n d
a n y o f t h e t r e a t m e n t g r o u p s f o r b o t h t h e s p l e e n a n d m e s e n t e r i c l y m p h n o d e l y m p h o c y t e s
( T a b l e s 5A a n d 5B ) T h e b o d y a n d s p l e e n w e ig ht s w e r e a l s o n o t a f f e c t e d b y B D CM
e x p o s u r e (T a b l e 5 C ) .
St u dy 6 - A n o t h e r L P a s s a y w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e s a m e s p e c i e s , s e x , a n d d o s i n g
r e g im e a s a b o v e , w hi c h h a d b e e n c o n t i n u e d f o r 2 m o r e w e e k s f o r a t o t a l e x p o s u r e p e r i o d
o f 4 w e e k s T h e a c t u a l d o s e s f o r t h e l a s t t w o w e e k s a v e r a g e d 1 1 , 4 0 , a n d 8 0 m g / k g f o r
t h e t h r e e t r e a t m e n t g r o u p s O v e r t h e la s t t w o w e e k s , c o n s u m p t i o n i n c r e a s e d i n b o t h t h e
m i d d l e a n d h i g h d o s e g r o u p s a s t he m i c e b e c a m e a c c u s t o m e d t o t h e h i g h e r B D C M
c o n c e n t r a t i o n s
T a b l e 6 A . E f e c t s o n s p l e e n lym p ho c y te p r o l i f e r a t i o n i n fe m a l e C 5 7B L / 6 m i c e f o l l o w i n g 4 w e e k e x p o s u r e t o
B D C M i n d r i n k i n g w a t e r
D e i o n i z e d 0 2 5% 1 1 m g/k g 4 0 m g/ k g 80 m g/ k g
W a t e r Ce ) " Em u l p h o r ® (6 f B D C M (6 )
^ B D C M (6 )
^ B D C M (6 ) ^
M i t o ge n ( ng /w e l l ) N ET CPM x 10
' ^
± SEM
C e l l s o n ly 0 2 3 ± 0 0 6 0 16 ± 0 0 1 0 19 ± 0 0 2 0 13 ± 0 0 1 0 16 ± 0 0 2
C o n A (0 4 ) 5 4 9 ± 1 1 4
' '
3 8 5 ± 7 9 5 5 8 ± 8 1 74 1 ± 14 2 *^ 2 8 8 ± 6 2
PH A (0 4 ) 3 3 8 ± 2 4 3 0 2 ± 3 9 34 2 ± 2 6 3 3 6 ± 2 9 2 7 2 ± 3 5
L P S (2 0 ) 5 4 6 ± 9 4 3 7 4 ± 4 3 44 2 ± 4 3 5 1 0 ± 7 2 35 9 ± 5 3
" N u m b e r o f m i c e p e r g r o u p ( N )
bN = 5
"^S i gn i f i c a n t a t P< 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t ( c o m p a r e d t o E m u l p h o r ® c o n t r o l )
T a b l e 6 B . E f e c t s o n m e s e n t e r i c l ym p h n o d e lym p ho c y t e p r o l i f e r a t i o n i n f e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e f o l l o w i n g 4 w e e k
e x p o s u r e t o B D C M i n d r i n k i n g w a te r
D e i o n i z e d 0 25 % 1 1 m g/ k g 4 0 m g/ k g 80 m g /k g
W a t e r (6 f Em u lp h o r ® ( 6 f B D CM ( 6 f B D C M (6 )
' '
B D C M ( 6)
' '
M i t o ge n ( ng /w e l l ) N E T CPM x 10
' ^
± SEM
C e l l s o n ly 0 0 8 ± 0 03 0 0 4 ± 0 0 1 0 0 5 ± 0 0 1 0 0 5 ± 0 0 1 0 0 6
± 0 0 1
C o n A (0 4 ) 6 4 1 ± 7 1 58 9 ± 6 6 7 2 4 ± 5 7 5 8 8 ± 8 5 59 4 ± 10 5
PH A (0 4 ) 4 3 0 ± 1 3 38 1 ± 6 1 3 9 6 ± 2 1 3 9 5 ± 5 5 33 0 ± 6 9
L PS (2 0 ) 2 9 0 ± 0 4 1 2 9 5 ± 0 6 3 3 3 7 ± 0 3 0 3 15 ± 0 17 2 57 ± 0 4 3
^ N u m b e r o f m i c e p e r g r o u p (N )
3 4
T h e o n ly s i g n i f i c a n t c h a n g e w a s a n i n c r e a s e i n t h e s p l e e n c e l l p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e
t o C o n A i n t h e 4 0 m g /k g d o s e g r o u p (T a b l e s 6 A - C ) N o d i f f e r e n c e s w e r e n o t e d b e t w e e n
a n im a l s e x p o s e d t o E m u l p h o r
® a n d d e i o n iz e d w a t e r .
T a b l e 6 C . E f e c t s o n bo dy a n d s p l e e n w e igh t s i n f e m a l e C 57B L / 6 m i c e f o l l o w i n g 4 w e e k e x p o s u r e t o B D C M i n
d ri n k i n g w a t e r
P a r a m e t e r
^ D e i o n i z e d 0 2 5% 1 1 m g/ k g 4 0 m g/ k g 80 m g/ k g
W a t e r Ce ) "^ Em u lp h o r ® (6)^ B D CM ( 6 )' ' B D C M (6 )fa B D C M (6 )' '
B o d y w e i gh t , g 2 2 3 ± 0 6 2 2 4 ± 0 6 2 2 1 ± 0 7 2 1 4 ± 0 7 2 2 4 ± 0 6
Spl e e n w e ig h t , m g 80 2 ± 4 0 7 9 7 ± 2 8 8 0 3 ± 1 5 80 2 ± 2 8 7 7 5 ± 2 1
( % bo d y w e ig h t ) (0 , 3 6 ) (0 3 6 ) (0 36 ) (0 3 8 ) (0 35 )
^± SE M
T ^ u m b e r o f m i c e p e r g r o u p ( N )
St u d y 7 - M a l e , B 6 C 3 F 1 m i c e w e r e e x p o s e d t o 0 2 5% E m u lp h o r ® , 0 . 2 g / L
B D C M
,
o r 0 3 5 g /L T B M v i a d r in k i n g w a t e r fo r 8 w e e k s a n d w e r e s a c r if i c e d f o r a P F C
a s s a y a n d H A t i t e r A v e r a g e d a il y d o s e s w e r e 2 9 m g/ k g B D C M o r 4 6 m g /k g T B M
T a b le 7 . E f e c t s o f e x po s u r e t o BD C M a n d T BM in dri n k i n g w a t e r o n m a l e
B 6 C 3F 1 m i c e f o l l o w i n g a n 8 w e e k e x p o s u r e
P a r a m e t e r ^ 0 2 5% E m u lph o r
® 2 9 m g/ k g 4 6 m g/ k g
C o n t r o l (5 )
' ' B D C M (6 )
'^
T B M (8 )fa
B o d y w e i gh ts , g 3 0 3 ± 0 6 3 3 0 ± I I 29 5 ± 0 6
Sp le e n , m g 134 2 ± 8 7 16 1 0 ± 9 4
<^
116 0 ± 3 1
(% bo dy w e i gh t ) (0 4 4 ) (0 4 9) (0 3 9)
H u m o r a l I m m u n i ty
l O^ PF C / s p l e e n 2 2 2 ± 1 7 22 7 ± 4 5 15 9 ± 3 3
P F C/ I O*^ c e l l s 110 1 4 ± 3 8 3 112 8 8 ± 2 12 9 8 92 5 ± 152 7
H A ( l o g , t i t e r ) 11 0 ± 0 3 9 8 ± 0 5 10 6 ± 0 3
*
± S EM
T ^u m b e r o f m i c e p e r gr o u p (N )
" ^S i g n i f i c a n t a t P < 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t
O f a l l t h e p a r a m e t e r s ev a l u a t e d , t h e o n ly s ig n i f i c a n t c h a n g e w a s a n i n c r e a s e i n t h e s p l e e n
w e i g h t fo r t h e B D CM t r e a t m e n t g r o u p , a l t h o u g h t h e sp l e e n t o b o dy w e ig h t r a t i o w a s n o t
s ig n i fi c a n t l y di f f e r e n t f r o m th a t o f t h e c o n t r o l g r o u p (T a b le 7 )
3 5
St u dy 5 - M a l e C D F 3 4 4 r a t s w e r e d o s e d w it h B D CM v i a d r i n k i n g w a t e r f o r 2 6
w e e k s a n d s a c r i f i c e d f o r a n L P a s s a y T a r g e t c o n c e n t r a t i o n s f o r B D C M w e r e 0 0 7 a n d
0 7 g/ L T w o a d d it i o n a l g r o u p s r e c e i v e d d r i n k i n g w a t e r c o n t a in i n g 0 1 o r 1 0 g / L T B M
A c t u a l d o s e s w e r e 5 o r 4 9 m g /k g B D C M a n d 8 o r 7 0 m g / k g T B M
T a b l e 8 A . E ff e c t s o n s p l e e n l y m p h o c y t e p r o l i fe r a t i o n i n m a l e C D F 34 4 r a t s f o l l o w i n g 2 6 w e e k e x p o s u r e t o B D C M
a n d T B M in d r i n k i n g w a te r
0 2 5% 5 m g/ k g 4 9 m g/ k g 8 m g/ k g 7 0 m g/ k g
E m u lp ho r ^ Ce y B D C M (6 f B D C M j e f T B M (6 )
^
T B M (6) ' '
M i t o g e n (n g / w e l l ) N E T C PM x 1 0
' ^ ± SE M
C e l l s o n ly 0 9 8 ± 0 12 0 9 9 ± 0 17 0 98 ± 0 12 0 86 ± 0 0 6 1 0 ± 0 1
C o n A (0 2 ) 1 16 ± 5 0 109 ± 3 3 8 8 2 ± 6 . 9 ' ' 110 ± 4 2 122 ± 1 2 * ^
PH A (0 2 ) 3 1 9 ± 4 8 34 5 ± 4 7 30 9 ± 4 0 32 4 ± 4 5 2 6 8 ± 3 9
STM ( 1 6 ) 11 0 ± 0 9 8 9 ± 1 2 7 8 ± 1 2 9 6 ± 0 4 7 1 ± 0 8 *^
^ N u m b e r o f r a t s p e r g r o u p ( N )
S i g n i fi c a n t a t P < 0 1, D u n n e t
'
s t - t e s t (c o m p a r e d t o Em u lp ho r ® c o n t r o l )
S i g n i f i c a n t a t P< 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t ( c o m p a r e d t o E m u l p h o r ® c o n t r o l )
T a b l e 8B . E f f e c t s o n m e s e n t e r i c l ym ph n o d e l ym ph o c y t e p r o l i fe r a t i o n i n m a l e C D F 344 r a t s f o l l o w i n g 2 6 w e e k
e x p o s u r e t o B D C M a n d T B M in d r i n k i n g w a t e r
0 2 5 % 5 m g/ k g 4 9 mg/ k g 8 m g/ k g 70 m g /k g
Em u lp ho r ® (6 f B D C M (6 f B D C M ( 6f T B M (6 ) ' ' T B M Ce ) "
M i t o g e n ( ng/ w e l l ) N E T C PM x 10
- ^ ± SEM
~
C e l l s o n ly 2 8 ± 0 2 2 5 ± 0 4 2 3 ± 0 1 3 1 ± 0 4 3 3 ± 0 6
C o n A (0 2 ) 4 9 1 ± 2 9 5 1 6 ± 4 7
*^
5 8 9 ± 4 7 49 6 ± 5 6 4 3 0 ± 5 1
PH A (0 2 ) 9 1 ± 1 2 9 4 ± 2 0 8 9 ± 1 1 7 5 ± 1 1 9 2 ± 0 7
ST M ( 1 6 ) 32 4 ± 1 5 2 8 5 ± 4 8 27 6 ± 0 7 32 5 ± 1 7 3 5 6 ± 2 8
^ N u m b e r o f r a t s p e r g r o u p ( N )
^ = 5
T a b l e 8 0 . E ff e c t s o n o r ga n w e ig h ts i n m a l e C D F 344 r a t s f o l l o w i n g 26 w e e k e x po s u r e t o B D C M a n d T B M i n
d r i n k i n g w a t e r
P a r a m e t e r * 0 25 % 5 m g/ k g 4 9 m g /k g 8 m g/ k g 7 0 m g/ k g
E m u l p ho r ® (6 )^' B D C M ( 6)fa B D C M (6 )h T B M (6 )
^
T B M ( 6 )
' '
B o dy w e ig ht , g 37 5 ± 5 8 37 9 ± 7 7 37 2 ± 6 8 3 9 9 ± 7 2
"^ 36 6 ± 5 1
O r ga n w e i gh t s
S p le e n , m g 6 8 9 ± 2 3 9 67 4 ± 1 1 6 6 8 1 ± 11 4 7 10
± 13 5 65 9 ± 12 3
(% b o dy w e igh t ) (0 18 ) (0 18) (0 18) (0 18) (0 18 )
T h ym u s , m g 17 2 ± 1 1 9 15 2 ± 8 9 15 8 ± 7 4 17 5 ± 7 6 15 4 ± 7 3
(% bo dy w e ig ht ) (0 04 6 ) (0 04 0 ) (0 04 3) (0 0 4 4 ) (0 04 2 )
* ± SE M
"' N u m b e r o f r a t s p e r g r o u p ( N )
• ^
S i gn i f i c a n t a t P< 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t ( c o m p a r e d t o E m u l p h o r ® c o n t r o l )
3 6
Si g n i f i c a n t su p p r e s s i o n w a s s e e n i n t h e s p l e e n c e l l p r o l i f e r a t i v e r e s p o n s e t o C o n A
in t h e 4 9 m g/ k g d o s e g r o u p o f B D C M a n d t o S T M in t h e 7 0 m g /k g d o s e g r o u p o f T B M
(T a b l e 8A ) T h e r e w a s n o e f fe c t o n m e s e n t e r ic ly m p h n o d e p r o l i f e r a t i o n f o r e it h e r
c h e m i c a l (T a b l e 8B ) A s i g n i fi c a n t in c r e a s e i n b o d y w e i g h t w a s s e e n i n t he 8 m g /k g d o s e
g r o u p o f T B M w h e n c o m p a r e d t o t h e E m u l p ho r ® c o n t r o l (T a b l e 8 C ) .
B r o m o d i c h l o r o m e t h a n e — G a v a g e St u d i e s
St u dy 9 - F e m a l e C D F 3 4 4 r a t s w e r e g a v a g e d e a c h m o r n i n g f o r 5 d a y s w it h
d e i o n iz e d w a t e r
,
1 0% E m u l p h o r ® , 7 5 , 1 5 0 , o r 3 0 0 mg / k g B D C M Sp l e e n a n d m e s e n t e r i c
T a b l e 9A . E f e c t s o n s p l e e n l ym p ho c y t e p r o l i fe r a t i o n i n f e m a l e C D F 344 r a t s f o l l o w i n g 5 d a y o r a l g a v a g e w i t h
B D C M
D e io n i z e d 10 % 7 5 m g/ k g 150 m g/ k g 30 0 m g/ k g
W a t e r ( 5 - 6 f Em u lp ho r ® (6 )
^ B D C M (6 )
^ B D C M ( 6y B D C M (3 y
M i t o g e n ( ng / w e l l ) N ET C PM x 10
' ^ ± SE M
C e l l s o n l y 1 5 ± 0 1 1 5 ± 0 1 1 7 ± 0 1 1 5 ± 0 1 1 0 ± 0 2
C o n A (0 2 ) 124 ± 6 1 13 8 ± 4 4 13 7 ± 9 2 136 ± 3 7 3 0 ± 2 8
' ' ' ^
PH A (O l ) 2 5 ± 0 4 1 8 ± 0 3 2 0 ± 0 2 1 8 ± 0 2 - 0 1 ± 0 1 "
ST M ( 1 6 ) 13 2 ± 1 6 9 7 ± 1 5 12 8 ± 1 3 12 9 ± 1 5 3 5 ± 0 4 *^
^ N u m b e r o f r a t s p e r g r o u p ( N )
■^ Si gn i fi c a n t a t P < 0 1, D u im e t t
'
s t - t e s t ( c o m p a r e d t o E m u l p h o r ® )
T a b l e 9 B . E f e c t s o n m e s e n t e ri c l ym ph n o d e lym ph o c y t e p r o l i fe r a t i o n i n f e m a l e C D F 344 r a t s fo l l o w i n g 5 d a y o r a l
ga v a ge w i th B D C M
D e io n i z e d 10 % 7 5 m g/ k g 15 0 m g/ k g 30 0 m g/ k g
W a te i t e )
"
Em u lp ho r
® (6 f B D C M (6 )
^ B D C M (5 - 6 )
^ B D C M (3 )
^
M i t o ge n ( ^ g /w e l l ) N E T C PM x 10
' ^ ± SE M
"
C e l l s o n l y 1 7 ± 0 2 1 8 ± 0 2 1 4 ± 0 1 1 7 ± 0 3 1 5 ± 0 5
C o n A (0 2 ) 84 6 ± 4 2 8 0 4 ± 4 0 8 5 7 ± 2 3 62 4 ± 5 3
'' 4 8 4 ± 2 5 ' '
P H A ( O l ) 5 1 ± 1 0 9 4 ± 1 4 *^ 3 7 ± 0 6 ' ' 3 6 ± 0 9 ' ' 1 0 ± 0 5 ''
S TM ( 1 6) 2 8 7 ± 1 5 2 6 8 ± 2 3 2 7 4 ± 1 1 26 7 ± 2 1 4 2 5 ± 4 2 '
'
^
N u m b e r o f r a t s p e r gr o u p (N )
''
S ig n i f i c a n t a t P< 0 1 , D u n n e t t
'
s t - t e s t (c o mp a r e d t o Em u l pho r ® )
' S i g n i fi c a n t a t P< 0 5 , D u n n et t
'
s t - t e s t ( c o m p a r e d t o d e i o n i z e d w a t e r )
3 7
ly m p h n o d e s w e r e r e m o v e d f o r a n L P a s s a y T w o o f t h e s i x r a t s i n t h e 3 0 0 m g /k g d o s e
g r o u p di e d d u r i n g t h e f i v e d a y e x p o s u r e I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e 3 0 0 m g /k g g r o u p h a d
a s fe w a s t w o a n im a l s f o r s o m e o f t he p a r a m e t e r s , d u e t o t h e e x c l u s i o n o f o u t l i e r v a l u e s
T a b l e 9C . E f e c t s o n o r g a n w e igh t s i n f e m a l e C D F 34 4 r a t s fo l l o w i n g 5 d a y o r a l ga v a ge w i t h B D C M
Pa r am e t e r
^
D e i o n i z e d 10 % 75 m g/ k g 150 m g/ k g 3 0 0 m g/k g
W a t e r (6 )
fa E m u lp h o r ® (6 )
' ' B D C M ( 6 )
' ' B D C M ( 6 )
fa B D C M (3 )
''
B o d y w e i gh t , g 179 ± 2 0 17 5 ± 1 9 17 5 ± 3 0 166 ± 2 0 14 7 ± 5 8
"^
O r ga n w e ig ht s
S p l e e n , m g 4 14 ± 9 5 4 0 3 ± 7 7 39 3 ± 5 4 357 ± 10 4 2 2 8 ± 4 9 5
"
(% bo d y w e ig ht ) (0 2 3 ) (0 2 3 ) (0 2 2 ) (0 2 2 ) (0 15 )
' =
T hym u s , m g 20 3 ± 13 6 16 9 ± 2 4 194 ± 15 4 142 ± 12 . 0 5 6 3 ± 9 5
* =
(% b o dy w e ig ht ) (0 1 1) (0 10 ) (0 11) (0 0 9 ) (0 0 4 )■=
^ ± S EM
T ^ u m b e r o f r a t s p e r g r o u p (K )
' ^ S i g n i fi c a n t a t P < 0 1, D u n n e t t
'
s t - t e s t (c o m p a r e d t o Em u l p h o r ® )
A s i g n i fi c a n t d e c r e a s e w a s s e e n i n s p l e e n l y m p h o c y t e p r o l if e r a t io n in t h e 3 0 0
mg / k g d o s e g r o u p i n r e sp o n s e t o C o n A o r P H A (T a b l e 9 A ) A l t h o u g h o n ly o n e
c o n c e n t r a t i o n o f e a c h m it o g e n i s r e p o r t e d , t h e s u p p r e s s i o n w a s s ig n i fi c a n t a t b o t h 0 1 a n d
0 2 |i g C o n A / 2 x 10 ^ c e ll s a n d a t 0 2 ji g P H A / 2 x 10
^
c e l l s f o r t h e s a m e a n im a l s T h e r e
w e r e n o s i g n ifi c a n t d i f fe r e n c e s b e t w e e n t h e d e i o n i z e d w a t e r a n d E m u l p h o r
®
c o n t r o l
r e s p o n s e s i n t he s p l e e n
F o r b o t h th e 15 0 a n d 3 0 0 m g/ k g d o s e g r o u p s , m e s e n t e r i c l y m p h n o d e p r o l i f e r a t i o n
w a s s ig n i f i c a n t ly l o w e r i n r e s p o n s e t o C o n A (T a b l e 9 B ) A l l d o s e g r o u p s h a d a s i g n i fi c a n t
d e c r e a s e i n t h e r e s p o n s e t o P H A T h e a n im a l s r e c e iv i n g t h e 3 0 0 m g /k g d o s e h a d
s i g n i fi c a n t ly e n h a n c e d p r o l i f e r a t i o n in r e s p o n s e t o ST M . I n t e r e s t i n g l y , t h e E m u l p h o r ®
g r o u p h a d a n e n h a n c e d r e sp o n s e t o t w o c o n c e n t r a t i o n s o f P H A w h e n c o m p a r e d t o t h e
d e i o n i z e d w a t e r g r o u p Si g n i fi c a n t d e c r e a s e s w e r e s e e n i n b o dy , s p l e e n , a n d t hy m u s
w e ig h t s , a s w e l l a s i n o r g a n t o b o d y w e ig h t r a t i o s , f o r t h e a n im a l s r e c e i v in g 3 0 0 m g /k g
B D C M p e r d a y (T a b l e 9 C )
3 8
S t u dy 7 0 - T h e s a m e s e x a n d s p e c i e s o f r a t s a n d d o s in g r e g im e w e r e u s e d a s i n t h e
p r e v i o u s e x p e r im e n t , bu t a n i m a l s w e r e s a c r i fi c e d f o r a P F C a s s a y a n d H A t i t e r T h e o n l y
s i g n i fi c a n t d i f fe r e n c e s b e t w e e n t h e E m u l ph o r ® c o n t r o l a n d t h e t r e a t e d a n im a l s w e r e s e e n
i n t h e 3 0 0 m g /k g d o s e g r o u p (T a b l e 1 0 ) ; t h e H A t i t e r w a s h i g h e r t h a n fo r c o n t r o l s ,
w he r e a s t h e b o d y a n d th y m u s w e i g h t s w e r e b o t h l o w e r , i n c l u d i n g t h e t h ym u s t o b o dy
w e ig ht r a t i o
T a b l e 10 . E f fe c t s o f B D CM in f e m a l e C D F 3 4 4 r a t s f o l l o w i n g 5 d a y o r a l ga v a ge
P a r a m e t e r " D e i o n i z e d 10 % 7 5 m g/ k g 150 m g/k g 30 0 m g/ k g
W a te r CS- e )
*^
E m u lp h o r ® (5 - 6 )
'^ B D C M ( 5 - 6 )
'' B D C M (6 )
'^ B D C M ( 6)' '
B o d y w e igh t s , g 1 6 5 0 ± 3 0 15 5 4 ± 1 1 15 8 9 ± 2 0 150 0 ± 2 6 14 1 6 ± 4 9
"
O r ga n w e i gh t s
S p le e n , m g 4 16 5 ± 12 1 4 00 8 ± 9 1 42 7 0 ± 36 8 36 5 3 ± 8 2 34 4 0 ± 9 7
(% b o d y w e i ght ) (0 2 5) (0 2 6 ) ( 0 2 7 ) (0 2 4 ) (0 2 5)
T h ym u s , m g 2 32 8 ± 14 8 2 1 8 8 ± 6 4 199 5 ± 14 8 18 6 7 ± 9 9 12 7 3 ± 15 2
* ^
(% b o d y w e ig ht ) (0 14 ) ( 0 14 ) (0 13 ) (0 13 ) (0 0 9 )
' '
H i m i o r a l Im m i m i t y
l O^ P F C / s p l e e n 18 0 ± 3 8 15 9 ± 4 6 1 1 7 ± 2 0 18 8 ± 3 6 2 0 1 ± 3 2
PF C / 10 6 c e l l s 5 15 8 ± 12 1 1 3 88 8 ± 87 4 36 7 8 ± 5 3 2 582 2 ± 1 11 7 72 8 3 ± 12 3 8
H A ( l o g ^ t i t e r ) 8 8 ± 0 2 7 6 ± 0 4 8 2 ± 0 4 8 8 ± 0 4 10 3 ± 0 2 '
'
^
± SE M
TV u m b e r o f r a t s p e r g r o u p ( N )
• ^S i g n i f i c a n t a t P < 0 5, D u n n e t t
'
s t - t e s t ( w h e n c o m p a r e d t o Em u lp h o r ® )
S i g n i f i c a n t a t P< 0 1, D u n n e t t
'
s t - t e s t ( w h e n c o m p a r e d t o E m u l p h o r ® )
St u dy 7 7 - F e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e w e r e g a v a g e d e a c h m o r n i n g f o r 5 d a y s w i t h
d e i o n i z e d w a t e r , 10 % E m u l p h o r
®
,
10 m g /k g D E X (p o s i t iv e c o n t r o l ), 7 5 o r 15 0 m g / k g
B D C M Sp l e e n s a n d m e s e n t e r i c l y m p h n o d e s w e r e r e m o v e d f o r a n L P a s s a y
In t h e p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p , sp l e e n l ym p ho c y t e p r o l i f e r a t i o n w i t h o u t m i t o g e n
(c e l l s o n l y ) w a s s ig n i fi c a n t ly hi g h e r t h a n t h e E m u l p h o r ® c o n t r o l , b u t r e m a i n e d u n c h a n g e d
f o r a l l m i t o g e n r e s p o n s e s (T a b le 1 1A ) N o o t h e r e f f e c t s o n s p l e e n c e l l p r o l if e r a t i o n w e r e
de t e c t e d
3 9
N o e f f e c t s o n m e s e n t e r i c l y m p h n o d e p r o l i f e r a t i o n w e r e d e t e c t e d in m i c e e x p o s e d
t o B D C M (T a b l e 1 I B ) N o d i f f e r e n c e s w e r e s e e n i n a n im a l s e x p o s e d t o E m u l p h o r ®
v e r s u s a n i m a l s e x p o s e d t o d e i o n i z e d w a t e r T o o fe w m e s e n t e r i c l y mp h n o d e c e l l s w e r e
r e c o v e r e d f r o m p o s it i v e c o n t r o l s f o r c u l t u r e D u e t o l a b o r a t o r y e r r o r , s o m e o f t h e b o d y
a n d o r g a n w e ig h t s w e r e m i s s i n g , a n d , t he r e f o r e , g r o u p m e a n s w e r e n o t a n a l y z e d
s t a t i s t i c a l l y
T a b l e 11A . E f e c t s o n s p l e e n lym ph o c y t e p r o l i f e r a t i o n i n f e m a l e C 57 B L / 6 m i c e f o l l o w i n g 5 d a y o r a l ga v a ge w i t h
B D C M
D e i o n i z e d 10% P o s i t i v e 7 5 m g/ k g 1 50 m g/ k g
W a te r (4 - 5 )
' '
E m u l ph o r ® (5 f C o n t r o l ( 5 - 6 )
' ^ '' B D C M Ce )" B D C M (6 f
M i to ge n ( i^ g / w e l l ) N E T C PM x 10
' ^ ± SEM
C e l l s o n l y 0 14 ± 0 0 3 0 1 1 ± 0 0 1 1 5 ± 0 0 9
' 0 17 ± 0 03 0 27 ± 0 0 4
C o n A (0 4 ) 4 5 2 ± 8 8 59 3 ± 7 2 5 4 5 ± 4 8 6 4 3 ± 7 1 6 2 8 ± 9 2
PH A ( 0 2 ) 4 0 1 ± 3 2 33 4 ± 1 2 2 8 0 ± 2 6 3 7 8 ± 1 5 3 8 3 ± 2 0
L PS (2 0 ) 55 3 ± 5 3 4 2 1 ± 4 8 6 3 0 ± 8 0 4 8 2 ± 4 5 4 9 5 ± 5 8
' N u m b e r o f m i c e p e r g r o u p (N )
' ' 10 m g /k g D E X
' ^ S i g n i f i c a n t a t P < 0 1, D u n n e t t
'
s t - t e s t ( c o m p a r e d t o Em u lp h o r ® )
T a b l e I I B . E f e c t s o n m e s e n t e r i c l ym ph n o d e l ym ph o c y t e p r o l i fe r a t i o n i n f e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e
fo l l o w i n g 5 d ay o r a l ga v a g e w i t h B D C M
D e i o n i z e d 10% 7 5 m g/ k g 150 m g /k g
Wa t e r (5 ) " Em u l p h o r ® (6 ) ' B D C M (6 y B D C M ( 6) ' '
M i t o g e n (n g / w e l l ) N E T CPM x 1Q
- ^
± SEM
C e l l s o n l y 0 0 36 ± 0 00 5 0 0 3 1 ± 0 00 5 0 02 6 ± 0 0 0 3 0 02 6 ± 0 0 0 3
C o n A (0 4 ) 2 5 1 ± 3 0 2 9 5 ± 6 3 2 9 8 ± 5 9 2 5 4 ± 5 8
PH A (0 2 ) 36 9 ± 3 1 30 6 ± 0 6 2 9 9 ± 1 4 33 2 ± 2 7
L PS (2 0 ) 2 8 ± 0 4 2 3 ± 0 3 2 8 ± 0 2 2 5 ± 0 3
' N u m b e r o f m i c e p e r gr o u p (N )
St u dy / 2 - F e m a l e C 5 7B L / 6 m i c e w e r e g a v a g e d e a c h m o r n i n g fo r 16 d a y s w i t h
d e i o n i z e d w a t e r , 1 0% E m u l p ho r
®
,
5 0
,
12 5
,
o r 2 50 m g /k g B D C M a n d w e r e t h e n
s a c r i fi c e d f o r a PF C a s s a y a n d H A t i t e r N o s i g n i fi c a n t e f f e c t s w e r e s e e n o n h u m o r a l
im m u n i t y , b u t s p l e e n w e ig ht s a n d sp l e e n t o b o dy w e i g ht r a t i o s f o r t h e 12 5 m g / k g g r o u p
w e r e s i g n i fi c a n t ly l o w e r t h a n t h e E m u l p h o r
®
c o n t r o l (T ab l e 12 ), a l t h o u g h n o t s i g n i fi c a n t l y
4 0
l o w e r t h a n t h e v a l u e s f o r t h e d e i o n i z e d w a t e r c o n t r o l H o w e v e r , s p l e e n w e i g h t s i n t he
E m u l p h o r ® g r o u p w e r e s i g n i fi c a n t ly h i g h e r t ha n i n t h e d e i o n i z e d w a t e r g r o u p
T a b le 12 . E fl e c t s o f B D C M o n f e m a l e 0 5 76 17 6 m i c e f o l l o w i n g 16 d a y o r a l ga v a ge
P a r a m e t e r ' D e i o n i z e d
W a te r (5)
' '
10 %
E m u lp ho r ® (6 )
''
50 m g/ k g
B D C M ( 5 )
''
12 5 m g/ k g 2 50 m g/ k g
B D C M (4 )' ^
B o d y w e i gh ts , g
O r g a n w e igh t s
Sp l e e n , m g
( % bo dy w e igh t )
T h ym u s , m g
( % bo dy w e igh t )
H u m o r a l h n m u n i ty
l O
^ PF C / s p l e e n
PF C / 10 « c e l l s
H A ( l o g , t i t e r )
19 7 ± 0 6
9 2 0 ± 4 0
(0 4 7 )
3 3 4 ± 1 7
(0 17 )
3 5 1 ± 1 74
182 2 ± 7 8 7
5 0 ± 0 3
2 1 3 ± 0 6
10 6 2 ± 3 4 ' ^
(0 5 0 )
42 5 ± 3 6
(0 2 0 )
7 9 8 ± 1 93
3 47 0 ± 7 8 8
5 8 ± 0 5
19 8 ± 0 4
9 7 4 ± 1 6
(0 49 )
3 8 8 ± 2 3
(0 20 )
9 6 5 ± 3 3 1
4 87 0 ± 137 4
5 6 ± 0 7
20 9 ± 0 6
90 2 ± 3 5 *^
(0 4 3)
^
40 6 ± 2 4
( 0 19 )
3 84 ± 0 7 4
2 39 0 ± 4 2 4
5 0 ± 0 5
2 1 1 ± 0 3
10 4 3 ± 6 7
(0 4 9 )
4 7 0 ± 1 7
(0 2 2 )
4 0 5 ± 0 84
2 03 8 ± 44 8
4 5 ± 0 3
*
± S EM
T >I u m b e r o f m i c e p e r g r o u p ( N )
' ^ S i g n i fi c a n t a t P< 0 5, D u n n e t t
'
s t - t e s t ( c o m p a r e d t o d e i o n iz e d w a t e r )
S i g n i f i c a n t a t P < 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t (c o m p a r e d t o E m u l p h o r ® c o n t r o l )
^ S i g n i fi c a n t a t P < 0 1, D u n n e t t
'
s t - t e s t (c o m p a r e d t o Em u l ph o r ® c o n t r o l )
D i c h l o r o a c e t i c A c i d —D r i n k i n g W a t e r
St u d y / i - F e m a l e C 57 B L / 6 m i c e w e r e e x p o s e d t o D C A i n t h e i r d r i n k i n g w a t e r f o r
14 d a y s a t 0 5 o r 3 5 g / L A v e r a g e d a i ly d o s e s w er e 9 4 m g / kg o r 3 3 8 m g /k g D C A ,
r e s p e c t i v e l y T h e c o n t r o l g r o u p d r a n k o n l y d e i o n iz e d w a t e r A p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p
w a s i n c l u d e d w h i c h d r a n k d e i o n iz e d w a t e r a n d r e c e iv e d i p i n j e c t i o n s o f 4 0 mg / k g C Y
e a c h m o r n i n g f o r t h e f o u r d a y s p r i o r t o im m u n i z a t i o n A l l m i c e w e r e im m u n i z e d i . p w i t h
SR B C f o u r d a y s p r i o r t o s a c r ifi c e , a n d a P F C a s s a y an d H A t i t e r w e r e p e r f o r m e d .
T h ym u s w e i g h t s a n d t hy m u s a s p e r c e n t a g e o f b o d y w e ig h t d e c r e a s e d s i g n ifi c a n t l y
i n t h e 3 3 8 m g / kg d o se g r o u p (T a b l e 13 ) E v e r y p a r a m e t e r w a s s i g n i fi c a n t l y s u p p r e s s e d i n
t h e p o s i t i v e c o n t r o l g r o u p e x c e p t f o r b o dy w e i g ht N o o t h e r e f f e c t s w e r e o b s e r v e d
T a b l e 13 . E f e c t s o f D C A i i i d r i n k i n g w a t e r o n f e m a l e C 57 B L / 6 m ic e f o l l o w i n g a 2 w e e k
e x po s u r e
4 1
P a r am e t e r * D e i o n i z e d
W a te r ( 6) ' '
P o s i t i v e
C o n t r o l (6 )
' ' - '
94 m g/ k g
D C A (4 )
'^
33 8 m g / k g
B o d y w e i gh t , g
S p le e n w e i gh t , m g
(% b o dy w e igh t )
T h ym u s , m g
(% b o dy w e ig h t )
H u m o r a l Im m u n i t y
l O
^
P F C / s p l e e n
PF C / 1 0 ^ c e l l s
H A ( l o g ^ t i t e r )
2 0 2 ± 0 7
9 6 0 ± 5 0
(0 4 8 )
44 8 ± 2 0
(0 22 )
4 7 3 ± 1 2
2 8 7 2 ± 5 6 9
7 0 ± 0 6
2 0 4 ± 0 4
7 5 5 ± 4 T ^
(0 3 7 )
=
26 0 ± 2 P
(0 13 f
0 34 ± 0 18
"
3 5 5 ± 1 6 1 "
2 8 ± 0 5 "
20 5 ± 0 3
92 8 ± 3 4
(0 4 5 )
39 5 ± 0 5
(0 19 )
3 09
2 06 3
7 8
0 4 7
33 1
0 3
2 1 0 ± 0 6
92 5 ± 4 3
(0 4 4 )
34 8 ± 3 3
' *
(0 17 )
"
4 7 5 ± 1 12
2 8 5 8 ± 62 1
7 5 ± 0 6
^
± SE M
d u m b e r o f m i c e p e r g r o u p (N )
' ^
i p i n j e c t i o n s o f 4 0 m g /k g c yc l o ph o s p h a m i de
f o r 4 da y s p r i o r t o im m u n i z a t i o n w i t h S R B C
' ' S i g n i fi c a n t a t P< 0 5 , D u ra i e t t
'
s t - t e s t
" S i g n i fi c a n t a t P< 0 1 , D u n n e t
'
s t - t e s t
S t u d y J 4 - l n t h i s e x p e ri m e n t , f e m a l e CD F 34 4 r a t s w e r e e x p o s e d t o D C A i n t h e i r
d ri n k i n g w a t e r f o r 2 w e e k s D C A c o n c e n t r a t i o n s w e r e 0 0 5 , 0 5 , a n d 2 0 g / L D C A
A v e r a g e d a il y d o s e s w e r e 6 , 5 7 , o r 16 0 m g /k g D C A , r e s p e c t iv e l y T h e c o n t r o l g r o u p
d r a n k o n l y d e i o n i z e d w a t e r P o s it i v e c o n t r o l a n im a l s r e c e i v e d i p i nj e c t io n s o f 2 0 m g / k g
C Y e a c h d ay f o r f o u r d a y s p r i o r t o im m u n i z a t i o n A l l m i c e w e r e imm u n i z e d i v w i t h
SRB C f o u r d a y s p r i o r t o s a c r ifi c e , a n d a P F C a s s a y a n d H A t i t e r w e r e p e r f o r m e d .
T a b l e 14 E f fe c t s o f D CA i n d r i n k i n g w a te r o n f e m a l e C D F 34 4 r a t s f o l l o w i n g a 2 w e e k e x p o s u r e
P a r a m e t e r * D e i o n i z e d
W a t e r (6 )' '
P o s i t i v e
_
C o n t r o l (6} ^- <=
6 m g/ k g
D CA (6 )
t '
57 m g/ k g
D C A (6 )
fa
160 m g/ k g
D C A (6 )
' '
B o d y w e i gh t s , g
O r ga n w e igh t s
S p le e n , m g
(% bo dy w e igh t )
T h ym u s , m g
( % b o d y w e i gh t )
H u m o r a l I m m u n i ty
10
' *
P F C/ s p l e e n
PF C/ 10
*
c e l l s
H A ( l o g , t i t e r )
15 1 9 ± 2 2
3 84 7 ± 13 0
(0 2 5 )
2 89 7 ± 7 3
(0 19 )
7 3 ± 2 2
2 4 7 8 ± 97 8
6 8 ± 0 5
137 0 ± 6 7 ' ' 14 5 2 ± 2 8
2 36 8 ± 2 4 4 "
(0 17 )
"
12 5 5 ± 10 2 "
(0 0 9 )"
0 7 ± 0 4
" ^
4 9 7 ± 30 6
1 3 ± 0 3 '*
.36 5 2 ± 11 7
(0 2 5)
2 72 0 ± 14 7
(0 19 )
6 9 ± 3 1
2 4 5 5 ± 118 4
6 2 ± 0 2
14 9 4 ± 1 5
39 9 3 ± 12 8
(0 27 )
2 5 1 3 ± 15 3
( 0 17 )
5 2 ± 0 7
150 0 ± 16 1
6 . 5 ± 0 2
14 1 1 ± 1 9
4 0 1 0 ± 1 9
(0 28 )" *
2 5 1 7 ± 3 5
(0 18 )
9 4 ± 0 6
2 8 5 2 ± 2 5 2
7 . 7 ± 0 . 2
* ± SE M
'' N u m b e r o f r a t s p e r g r o u p ( N )
" i p i n j e c t i o n s o f 2 0 m g /k g/ da y C Y f o r 4 da y s
p ri o r t o i m m u n iz a t i o n w i t h SR B C
' " S ig n i fi c a n t a t P < 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t
" S i g n i fi c a n t a t P < O I , D u n n e t t
'
s t - t e s t
4 2
T h e o n l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e d e t e c t e d b e t w e e n t h e t r e a t m e n t g r o u p s a n d t h e
c o n t r o l g r o u p w a s a n i n c r e a s e i n t he s p l e e n w e i g h t a s a p e r c e n t a g e o f b o d y w e i g h t i n t h e
1 6 0 m g /k g d o s e g r o u p ( T a b l e 1 4 ) T h e p o s it i v e c o n t r o l g r o u p s ho w e d a s ig n i fi c a n t
d e c r e a s e i n b o d y a n d o r g a n w e i g h t s a n d s ig n i fi c a n t im m u n o s u p p r e s s i o n f o r P F C / s p l e e n
a n d H A t i t e r
St u dy / 5 - T h e i d e n t i c a l d o s i n g r e g im e w a s f o l l o w e d a s i n t he p r e v i o u s s t u dy e x c e p t
t h a t t h e e x p o s u r e t im e w a s i n c r e a s e d t o 3 w e e k s A v e r a g e d a i l y d o s e s w e r e 5 a n d 5 7
m g/ k g D C A f o r t he l o w a n d m i d dl e d o s e g r o u p s D u r in g w e e k 1 , a n i m a l s i n t h e hi g h e s t
d o s e g r o u p o n ly c o n s u m e d a n a v e r a g e d o s e o f 2 6 m g / k g , m o s t l ik e ly d u e t o a n a v e r s i o n
t o t h e t a s t e O v e r t h e l a s t t w o w e e k s
,
t h e a v e r a g e d o s e w a s 1 32 m g / k g a t t h e h i g h e s t
D C A c o n c e n t r a t i o n
T a b l e 15 E f e c t s o f D C A i n d r i n k i n g w a te r o n f e m a l e C D F 34 4 r a t s f o l l o w i n g a 3 w e e k e x po s u r e
P a r a m e t e r * D e i o n i z e d
W a te r ( 6 )
'^
P o s i t i v e
C o n t r o l (6 )
''
'
' ^
5 m g/ k g
D CA (4 - 6 ) ' '
5 7 m g/ k g
D C A (4 - 6) t
'
132 m g /k g
D C A ( 5 - 6 ) ''
B o d y w e ig h ts , g 16 9 8 ± 3 2
O r g a n w e igh t s
S p l e e n , m g 40 1 7 ± 7 2
(% b o dy w e i gh t ) (0 2 4 )
T hym u s , m g 2 2 2 8 ± 18 1
(% b o dy w e i gh t ) (0 13 )
H i m i o r a l I mm u n i ty
10* PF C / s p l e e n 14 4 ± 2 0
PF C / 10
«
c e l l s 4 0 9 2 ± 5 9 7
H A (l o g , t i t e r ) 6 5 ± 0 3
16 0 9 ± 2 5
3 32 8 ± 39 9
(0 2 1)
8 7 7 ± S l
"!
(0 0 6 )"^
0 0 1 ± O OP
1 0 ± 1 0^
1 0 ± 0 00 ' '
16 3 2 ± 1 9
39 7 7 ± 12 1
(0 24 )
2 2 7 5 ± 13 1
(0 14 )
16 3 9 ± 1 7
4 0 8 3 ± 14 4
(0 2 5 )
2 2 5 8 ± 18 2
(0 14 )
2 7 1 ± 9 3 12 6 ± 1 6
6 7 1 0 ± 19 1 8 3 97 3 ± 6 1 5
7 3 ± 0 3 7 3 ± 0 6
15 1 7 ± 2 7 *1
40 4 7 ± 11 4
( 0 2 7 )
16 9 3 ± 1 9^
( 0 11)
19 5 ± 2 9
54 9 6 ± 72 7
6 4 ± 0 3
*
± S E M
d u mb e r o f r a t s p e r g r o u p ( N )
'
i p in j e c t i o n s o f 2 0 m g/ k g /d a y C Y f o r 4 d a y s
p ri o r t o i m m u n iz a t i o n w i t h SR B C
" S i g n i fi c a n t a t P < 0 1, D u n n e t
'
s t - t e s t
^ S i g n i fi c a n t a t P < 0 5 , D u n n e t t
'
s t - t e s t
T h e b o d y a n d t hy m u s w e i g h t s w e r e s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d i n t h e h i g h d o s e g r o u p
c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l (T a bl e 15 ) I n t h e p o s i t iv e c o n t r o l a n im a l s , t h e p la q u e f o r m i n g
r e sp o n s e , H A t i t e r , t hy m u s w e ig h t , a n d t hy m u s a s a p e r c e n t a g e o f bo d y w e i g h t w e r e
s i g n i fi c a n t l y d e c r e a s e d
C h a p t e r 5
D i s c u s s i o n
C h l o r i n e
F i d l e r ( 1 9 7 7) a n d E x o n e t a l ( 19 8 7 ) fo u n d s ig n i fi c a n t s u p p r e s s i o n i n m a c r o p h a g e
a c t i v i t y i n r a t s a n d m i c e e x p o s e d t o c o n c e n t r a t i o n s s im i l a r t o t h o s e e v a lu a t e d i n t h i s p a p e r
E x o n e t a l . ( 19 8 7 ) a l s o s a w r e du c t i o n s i n s p l e e n w e i g ht s a n d d e l a y e d - t y p e h y p e r s e n s i t i v it y
r e a c t i o n s A lt h o u g h t h e s e p a s t s t u d i e s r e v e a l e d s o m e im m u n o s u p p r e s s i v e c h a r a c t e r i s t i c s
o f c hl o r i n e , im m u n e fu n c t i o n w a s o n l y s l i g ht l y a f f e c t e d i n t h e c h l o r i n e e x p e r im e n t s
p e r f o r m e d i n t h e p r e s e n t s t u d i e s A l t h o u g h t h e C Y a n d D E X c a u s e d s i g n if i c a n t
im m u n o s u p p r e s s i o n , c h l o r i n e h a d n o e f f e c t o n M L N r e sp o n s e t o a n y o f t he m i t o g e n s
e v a lu a t e d a n d n o e f fe c t o n hu m o r a l imm u n i t y a ft e r 2 o r 6 w e e k e x p o s u r e s D e s p i t e t h e
a p p a r e n t e n h a n c e m e n t s e e n i n r e s p o n s e t o C o n A a n d P H A ( St u d y 2 ) , n o d o s e - r e s p o n s e
r e l a t i o n s hi p w a s s e e n , a n d t h e r e s u l t s w e r e n o t r e p r o d u c i b l e C o n c lu s i o n s c o n c e r n i n g
a d v e r s e e f fe c t s o f c h l o r i n e in d r i n k i n g w a t e r o n im m u n e fu n c t i o n c a n n o t be d r a w n
C hl o r i n e i s hi g h l y r e a c t iv e a n d h a s b e e n s ho w n t o f o r m m a n y d i f f e r e n t b y - p r o du c t s
i n t h e s t o m a c h o f r a t s
,
s u c h a s c h l o r o f o r m
,
d i c h l o r o a c e t i c a c i d
,
a n d t r i c hl o r o a c e t i c a c i d
(M i n k e t a l , 19 8 3 ) A s m e n t i o n e d b e f o r e , M e i e r e t a l ( 19 8 5 ) b e l i e v e d t h a t d u e t o
c h l o r i n e
'
s r e a c t i v i t y , b y - p r o d u c t s a r e l i k e l y t o b e t h e c a u s e o f t h e e f f e c t s t he y o b s e r v e d i n
t h e t e s t e s
,
e v e n a t d o s e s a s l o w a s 4 m g / kg T h e fo r m a t i o n o f t he s e c o m p o u n d s m a y b e a n
e x p l a n a t i o n fo r m a n y o f t h e o t h e r o b s e r v e d a dv e r s e h e a l t h e f f e c t s a s s o c i a t e d w i t h c hl o r i n e
t h a t h a v e b e e n s u m m a r i z e d e a r l i e r in t h i s p a p e r . I n a n y c a s e , w h a t e v e r c he m i c a l (s ) m a y
h a v e b e e n i n v o lv e d , i t a p p e a r s t ha t , f r o m t h e r e s u l t s o f t h e s e s t u d i e s , t h e im m u n e sy s t e m i s
n o t a p r im a r y t a r g e t
4 4
T r i h a l o m e t h a n e s (B D C M a n d T B M )
A l t h o u g h s l ig h t a l t e r a t i o n s w e r e s e e n in s o m e im m u n e fu n c t i o n e n d p o i n t s o f
C 5 7B L /6 m i c e a ft e r e x p o s u r e t o B D C M i n d r i n k i n g w a t e r f o r 4 , 8 , a n d 2 6 w e e k s , d o s e -
r e s p o n s e r e l a t i o n s hi p s w e r e n o t o b s e r v e d N o s i g n i fi c a n t c o n c lu s i o n s a b o u t t h e e f f e c t s o f
B D C M i n d r i n k i n g w a t e r o n im m u n e f u n c t i o n i n m i c e c a n b e d r a w n b a s e d o n t h e s e
s i n g u l a r e v e n t s T h e m i t o g e n r e s p o n s e s in m i c e r e c e i v i n g hi g h e r d o s e s o f 1 5 0 m g
B D C M / k g b y g a v a g e f o r 5 d a y s (St u d y 1 1 ) w e r e n o t a f f e c t e d a t a l l
M u n s o n e t a l ( 1 9 8 2 ) o b s e r v e d d e c r e a s e s i n h u m o r a l im m u n it y a ft e r d o s i n g m a l e
a n d f e m a l e CD - I m i c e b y g a v a g e w i t h B D C M fo r 1 4 d a y s B e c a u s e o f t h e s e r e s u l t s a n d
t h e i n c o n c lu s iv e e v i d e n c e f o u n d i n t h e 5 d a y s t u dy , t h e i d e n t i c a l d o s e s u s e d in t h e M u n s o n
s t u d y w e r e g i v e n t o C 5 7 B L / 6 m i c e ( St u d y 12 ) f o r 16 d a y s D e c r e a s e s i n t h e s p l e e n
w e i g h t s a n d t h e s p l e e n t o b o d y w e ig ht r a t i o s w e r e d e t e c t e d f o r t h e m i d d l e ( 12 5 m g / k g )
d o se g r o u p o n l y N o n e o f t h e o t h e r e f fe c t s f o u n d i n t h e s t u d y o f M u n s o n e t a l . ( 1 9 8 2 )
c o u l d b e r e p e a t e d T h i s m a y b e a t t r ib u t a b l e t o d i f f e r e n c e s in t h e m o u s e s t r a i n s
F o l l o w i n g e x p o s u r e t o B D CM by g a v a g e f o r 5 d a y s ( St u dy 9 ) , r a t s r e c e iv in g d o s e s
o f 3 0 0 m g /k g h a d s i g n i fi c a n t l y d e c r e a s e d SP L a n d M L N p r o l i f e r a t iv e r e sp o n s e t o a l l o f t h e
m it o g e n s T h e H A t i t e r s , b o dy w e i g ht s , a n d t hy m u s w e i g h t s w e r e a l s o s i g n i fi c a n t ly
r e d u c e d a t t hi s d o s e , b u t n o e f f e c t s w e r e s e e n o n t h e P F C r e s p o n s e Sp l e e n w e i g ht w a s
r e d u c e d i n o n e s t u dy , b u t n o t t h e o t h e r So m e s u p p r e s s i o n w a s o b s e r v e d i n t he l o w e r
d o s e s , a s w e l l , m o s t n o t a b ly i n r e s p o n s e t o P H A A l th o u g h t hi s c o u l d b e a n in d i c a t io n
t h a t t h e T - c e l l p o p u l a t i o n w a s b e i n g a f f e c t e d , t h e r e s p o n s e s t o s t im u l a t i o n by P H A in
o t h e r B D C M st u d i e s d i d n o t s u p p o r t t h i s e v i d e n c e
4 5
T h o r n t o n - M a n n i n g e t a l ( 1 9 9 3 ) o b s e r v e d d a m a g e t o t h e l i v e r s a n d k i d n e y s o f t h e
r a t s i n t h e 3 0 0 mg / k g g r o u p o f St u dy 9 u s i n g v a r i o u s i n d i c a t o r s o f t o x i c it y L e s i o n s w e r e
a l s o o b s e r v e d i n t h e 1 5 0 m g /k g g r o u p A l t h o u g h s o m e i n d i c a t o r s o f h e p a t o t o x i c i t y w e r e
o b s e r v e d i n m i c e (fr o m St u dy 1 1) a t 1 5 0 m g / kg , n o l e s i o n s w e r e s e e n , in d i c a t i n g t h a t
B D C M i s le s s h e p a t o t o x i c i n m i c e t h a n in r a t s (T h o r n t o n - M a n n i n g e t a l , 1 9 9 3 ) F r o m
t h e s e g a v a g e st u d i e s , it a p p e a r s t h a t , i n g e n e r a l , r a t s a r e m o r e s e n s i t i v e t o B D C M t h a n
m i c e A l s o
,
a ft e r e v a l u a t i n g t h e e f fe c t s o f B D C M o b s e r v e d he r e a n d i n o t h e r p r e v i o u s
s t u d i e s
,
i t a p p e a r s t h a t t h e im m u n e s y s t e m i s l e s s s e n s i t i v e t o B D C M t h a n o t h e r o r g a n
s y s t e m s .
L i v e r d a m a g e h a s b e e n r e p o r t e d i n g a v a g e s t u d i e s a t d o s e s g r e a t e r t h a n 1 2 mg
T B M / k g (B u ll a n d K o p fl e r , 1 9 9 1) O t h e r s t u d i e s t o d e t e r m i n e c a r c i n o g e n i c p o t e n t i a l o f
T B M s h o w e d a d v e r s e h e a l t h e f fe c t s a t d o s e s g r e a t e r t h a n 1 0 0 mg / k g M u n s o n e t a l
( 19 82 ) o b s e r v e d d e c r e a s e s i n P F C / s p l e e n , PF C / I O^ c e l l s , a n d d e l a y e d - t y p e
h y p e r s e n s i t i v it y a ft e r a d m i n i s t e r in g 2 5 0 mg T B M / k g b y g a v a g e f o r 1 4 d a y s , bu t n o e f e c t s
o n im m u n e fi i n c t i o n w e r e s e e n a t l o w e r d o s e s
T h e e f e c t s o f T B M i n d r i n k in g w a t e r o n m i c e a n d r a t s w e r e e v a l u a t e d in t w o
s t u d i e s o n l y (St u d i e s 7 a n d 8 ) N o e f e c t s w e r e s e e n o n t h e o r g a n w e i g h t s , P F C r e s p o n s e ,
H A t it e r
,
a n d M L N p r o l i f e r a t iv e r e s p o n s e i n m i c e o r r a t s A n i n c r e a s e in b o dy w e i g h t s
w a s s e e n in t h e l o w ( 8 m g / k g ) d o s e g r o u p o f r a t s . A n i n c r e a s e i n t h e r a t s p l e e n c e l l
p r o l i f e r a t iv e r e s p o n s e w a s o b s e r v e d w h e n th e c e l l s w e r e s t im u l a t e d b y C o n A i n t he hi g h
( 7 0 m g /k g ) d o s e g r o u p I n t h e s a m e g r o u p , d e c r e a s e d p r o l i f e r a t i o n w a s s e e n in r e s p o n s e
t o ST M . T h i s w o u l d s u g g e s t t h a t T B M h a s s e l e c t i v e t o x i c i t y t o B - c e l l s , b u t b a s e d o n
t h e s e t w o s t u di e s a l o n e
,
n o c o n c l u s i o n s c a n b e d r a w n c o n c e r n i n g t h e e f e c t s o f T B M o n
t h e im m u n e s y s t e m A l s o , b e c a u s e t h e r a t s a n d m i c e w e r e n o t e x p o s e d t o t h e s a m e
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c o n c e n t r a t i o n s o f T B M
,
it i s d if fi c u lt t o s p e c u l a t e a b o u t s p e c i e s d if f e r e n c e s in s e n s i t i v i t y t o
T B M e x p o s u r e
D i c h l o r o a c e t i c A c i d
T h e t h y m u s w e i g h t s a n d t h y m u s t o b o dy w e ig h t r a t i o s w e r e d e c r e a s e d i n m i c e a t
3 3 8 m g D C A / kg T h e b o dy a n d t hy m u s w e i g h t s w e r e d e c r e a s e d i n r a t s a t a d o s e o f 1 3 2
m g /k g a ft e r a n e x p o s u r e o f 3 w e e k s , b u t n o t a t 1 6 0 mg / k g a ft e r a n e x p o s u r e o f 2 w e e k s
A l t h o u g h t he t h y m u s m a y b e a t a r g e t o r g a n , i t i s d i f i c u l t t o d r a w a n y c o n c lu s i o n s b a s e d
o n t h e s e fi n d i n g s N o e f e c t s o n h u m o r a l im m u n i t y w e r e o b s e r v e d i n a n y o f t h e a n im a l s
e x p o s e d t o D C A
D e v e l o p m e n t a l d a m a g e w a s o b s e r v e d i n r a t s b y T o t h e t a l ( 1 9 9 2 ) a t 6 2 5 m g
D C A / k g . T h e y a l s o s a w d e c r e a s e s i n s e x g l a n d w e ig h t s i n r a t s a t 3 1 2 5 m g / kg
B e h a v i o r a l e f f e c t s a n d h e p a t i c t u m o r s w e r e a m o n g s o m e o f t he o t he r e f f e c t s t h a t w e r e
s e e n a t d o s e s l e s s t ha n 10 0 mg / kg i n p r e v i o u s s t u d i e s (K a t z e t a l . 19 8 1, D e A n g e l o e t a l
19 9 1
,
e t c ) B e c a u s e D C A a f e c t s o t h e r o r g a n s y s t e m s a t l o w e r d o s e s t h a n o b s e r v e d i n
t h e s t u d i e s p r e s e n t e d i n t hi s p a p e r , i t d o e s n o t a p p e a r t o b e a s i g n i fi c a n t t h r e a t t o im m u n e
fu n c t i o n .
C o n c l u s i o n s
R e g u l a t o r y d e c i s i o n s c o n c e r n i n g MC L s f o r c h l o r i n e , B D C M , T B M , a n d D C A m a y
b e b a s e d o n t o x i c o l o g i c a l a n d e p i d e m i o l o g i c a l d a t a , i n c l u d i n g o t h e r i s s u e s , s u c h a s
t e c h n i c a l fe a s ib i l i t y B e c a u s e n o t e v e r y s p e c i e s o r g e n d e r i s a f f e c t e d in t h e s a m e m a n n e r , i t
b e c o m e s e sp e c i a l ly di f fi c u lt t o e x t r a p o l a t e a n d d e t e rm i n e a s a f e d o s e f o r h u m a n s I t i s
im p o r t a n t t h a t t h e m o s t i n f o r m a t i v e o r d e fi n i t i v e a s s a y s a r e p e r f o r m e d i n t h e o r g a n
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sy s t e m s o f t h e s e s p e c i e s , a s w e l l F o r e x a m p l e , F i dl e r ( 1 9 7 7 ) a n d E x o n e t a l ( 1 9 8 7 ) f o u n d
s i g n i fi c a n t e f fe c t s o n m a c r o p h a g e - m e di a t e d a c t i v i t y i n w h a t a r e c o n s i d e r e d T i e r I I a s s a y s .
T h i s " T i e r " a p p r o a c h c o u l d b e m i s l e a d i n g , h o w e v e r , a n d im p o r t a n t i n f o r m a t i o n m a y g o
u n d i s c o v e r e d T hi s c o n c e p t i s e x e m p l i fi e d by t h e r e s u lt s o f t h e T i e r I s t u d i e s d e s c r i b e d i n
t hi s p a p e r w hi c h s u g g e s t t ha t f u t u r e , m o r e i n - d e p t h s t u d i e s w e r e n o t n e c e s s a r y A l s o ,
b e f o r e c h o o s i n g t h e t y p e s o f a s s a y s t o b e p e r f o r m e d , t h e p ha r m a c o k i n e t i c s o f t h e
c o m p o u n d s h o u l d b e i d e n t i fi e d , s in c e d if f e r e n t c h e m i c a l s h a v e d i f f e r e n t t a r g e t o r g a n s A s
i n t h e c a s e o f t h e T H M ' s
,
t h e l i v e r
,
k i d n e y , a n d i n t e s t in e s w e r e m o s t o f l e n a f fe c t e d T h i s i s
m o s t l i k e ly d u e t o m e t a b o Usm o f t he s e c o m p o u n d s t o t o x i c i n t e r m e d i a t e s , w h i c h a r e
fi j r t h e r m e t a b o l iz e d o r e x c r e t e d b e f o r e r e a c h i n g th e im m u n e o r g a n s (P o h l e t a l 1 9 7 7 ,
M a t h e w s e t a l 1 9 90
,
e t c
. ) T he li t e r a t u r e a n d r e s u Us d i s c u s s e d i n t h i s p a p e r s u g g e s t t h a t
e f fe c t s s ho w n i n o r g a n s y s t e m s o t h e r t h a n t h e imm u n e s y s t e m w o u l d p r o b a b l y d e t e r m i n e
t h e N O A E L a n d p r o v i d e a b a s i s f o r r e g u l a t o r y d e c i s i o n s
D e s p i t e t h e f ew u n e x p l a i n a b l e e f f e c t s f o u n d i n t h e p r e s e n t s t u d i e s , t h e im m u n e
s y s t e m d o e s n o t a p p e a r t o b e a m a j o r t a r g e t f o r c h l o r i n e o r i t s b y - p r o d u c t s A w i d e
v a r i e t y o f a d v e r s e h e a lt h e f fe c t s h a v e b e e n o b s e r v e d i n a n im a l s e x p o s e d t o c h l o r i n e a n d
c hl o r i n a t i o n by - p r o d u c t s a t l e v e l s m u c h g r e a t e r t h a n hu m a n s a r e e x p o s e d t o i n t r e a t e d
d r i n k i n g w a t e r A l t h o u g h t h e s e s t u d i e s s u g g e s t t h a t t h e r e a r e i n c r e a s e d r i s k s a s s o c i a t e d
w i t h d r i n k in g w a t e r d is i n f e c t i o n , i t i s im p o r t a n t t h a t t h e b e n e fi t s a r e r e c o g n i z e d a n d
e m p h a s i z e d
R E F E R E N C E S
A bb a s
,
A K
,
L i c h t m a n , A H , a n d P o b e r , J S , C e l l u l a r a n d M o l e c u l a r I m m u n o l o gy , W . B
Sa u n d e r s C o
,
H a r c o u r t B r a c e J o v a n o v i c h , I n c , P hi l a d e lp hi a , P A , 1 9 9 1
A b d e l - R a hm a n , M S , S u h, D H , a n d B u l l , R J , " P h a r m a c o k i n e t i c s a n d T o x i c i t y o f
C h l o r i n e in D r i n k i n g W a t e r in t h e R a t ,
"
Jo u r n a l o f A p p l ie d T o x i c o l o g y . V o l 4 ,
N o 2
, p p 8 2 - 8 6 ( 19 84 )
A m e r i c a n P u bl i c H e a l t h A s s o c i a t i o n
,
A m e r i c a n Wa t e r Wo r k s A s s o c i a t i o n
,
a n d W a t e r
P o l lu t i o n C o n t r o l F e d e r a t i o n
,
St a n d a r d M e t h o d s fo r t h e E x a m i n a t i o n o f Wa t e r a n d
W a s t e w a t e r . 17 t h e d it i o n , A P H A , W a sh i n gt o n , D C , 1 9 89
B a r r o w
,
C S
,
K o c ib a
,
R J
,
R a m py , L W , K e y e s , D G , a n d A l b e e , R R ,
" A n I n h a l a t i o n
T o x i c i t y St u d y o f Ch l o r i n e i n F i s c h e r 3 4 4 R a t s F o l lo w i n g 3 0 D a y s o f E x p o s u r e ,
"
T o x i c o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o g y . V o l 4 9 , p p 7 7 - 8 8 ( 19 7 9 )
B u l l
,
R J a n d K o p fl e r , F C , H e a h h E ff e c t s o f D i s i n f e c t a n t s a n d D i s i n f e c t io n B y - p r o d u c t s .
A WWA R e s e a r c h F o u n d a t i o n a n d A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n
,
D e n v e r
,
C O
,
1 9 9 1
C a n t o r
,
K P
,
H o o v e r
,
R
,
H a r t g e , P , M a s o n , T J , S il v e r m a n , D T , A l t m a n , R . , A u s t i n ,
D F
,
C hi l d
,
M A
,
K e y , C R , M a r r e t t , L D , M y e r s , M H . , N a r a y a n a , A S , L e v i n ,
L I
,
Su l l i v a n
,
J W
,
Sw a n s o n
,
G M
,
T ho m a s
,
D B
,
a n d W e s t , D W ,
" B l a d d e r
C a n c e r , D r i n k in g W at e r So u r c e , a n d T a p W a t e r C o n s u m pt i o n : A C a s e - C o n t r o l
St u dy ,
"
J o u r n a l o f t h e N a t i o n a l C a n c e r I n s t it u t e . V o l 7 9 , N o 6 , p p 12 6 9 - 1 2 7 9
( 19 8 7 )
C h u , I , V i l l e n e u v e , D C , Se c o u r s , V E , a n d B e c k i n g , G C ,
"
T o x i c it y o f
T r i h a l o m e th a n e s : I
,
T h e A c u t e a n d Su b a c u t e T o x i c i t y o f Ch l o r o f o r m ,
B r o m o d ic hl o r o m e t ha n e , C hl o r o d ib r o m o m e th a n e , a n d B r o m o f o r m i n R a t s ,
"
Jo u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e a n d H e a l t h . V o l . B 17 , N o 3 , p p 2 0 5 - 2 2 4
( 19 8 2 )
C h u
,
I
,
V i l l e n e u v e , D C , Se c o u r s , V E , a n d B e c k i n g , G C ,
" T o x i c i t y o f
T r i h a l o m e t h a n e s : I I , R e v e r s i b i l it y o f T o x i c o l o g i c a l Ch a n g e s P r o d u c e d b y
C h l o r o fo r m
,
B r o m o d i c h l o r o m e t h a n e , C h l o r o d i b r o m o m e t h a n e a n d B r o m o f o r m i n
R a t s
,
" J o u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e a n d H e a l t h . V o l B 17
,
N o 3 , p p 2 2 5 - 2 4 0
( 1 9 8 2 )
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C i c m a n e c
,
J L
,
C o n d i e
,
L W
,
O l s o n
,
G R
,
a n d W a n g , S ,
"
9 0 - D a y T o x i c it y S t u d y o f
D i c h l o r o a c e t a t e in D o g s ,
"
F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y . V o l 1 7 , p p . 3 7 6 -
3 8 9 ( 19 9 1 )
C r u m p , K S , a n d G u e s s , H A ,
" D ri n k i n g W a t e r a n d C a n c e r : R e v i e w o f R e c e n t F i n di n g s
a n d A s s e s s m e n t o f R i s k s
,
"
A n n u a l R e v i e w o f P u b l i c H e a lt h . V o l . 3 , p p . 3 3 9 - 3 5 7
( 19 82 ) .
D a n i e l
,
F B
,
D e A n g e l o , A B , S t o b e r , J A , O l s o n , G R , a n d P a g e , N P ,
" H e p a t o c a r c i n o g e n i c i t y o f C h l o r a l H y d r a t e , 2 - C h l o r o a c e t a l d e h y d e , a n d
D i c h l o r o a c e t i c A c i d i n t h e M a l e B 6 C 3 F 1 M o u s e
,
" F u n da m e n t a l a n d A p p li e d
T o x i c o l o e v . V o l 1 9
, p p 15 9 - 1 6 8 ( 19 9 2 )
D e A n g e l o , A B , D a n i e l , F B , St o b e r , J A , a n d O l s o n , G R ,
"
T h e C a r c in o g e n i c it y o f
D i c h l o r o a c e t i c A c i d i n t h e M a l e B 6 C 3F 1 M o u s e
,
"
F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d
T o x i c o l o e v . V o l 1 6 , p p 3 3 7 - 3 4 7 ( 19 9 1) .
D u n n i c k , J K , a n d M e l n i c k , R L ,
" A s s e s s m e n t o f t h e C a r c i n o g e n i c P o t e n t i a l o f
C hl o ri n a t e d W a t e r : E x p e ri m e n t a l St u d i e s o f Ch l o ri n e , C h l o r a m i n e , a n d
T r i h a l o m e t h a n e s
,
" Jo u r n a l o f t h e N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e
.
V o l 8 5
,
N o 10
, p p
8 17 - 82 2 ( 19 9 3 )
E x o n , J H , R o l l e r , L D , O
' R e i l l y , C . A , a n d B e r c z , J P ,
"
I m m u n o t o x i c o l o g i c E v a l u a t i o n
o f C h l o ri n e - b a s e d D r i n k i n g W a t e r D i s i n f e c t a n t s , So d i u m H y p o c h l o ri t e a n d
M o n o c h l o r a m i n e
,
"
T o x i c o l o g v . V o l . 4 4 , p p . 2 5 7 - 2 6 9 ( 19 8 7 ) .
F i d l e r
,
I J
,
" D e p r e s s i o n o f M a c r o p h a g e s i n M i c e D ri n k i n g H y p e r c h l o ri n a t e d W at e r ,
"
N a t u r e . V o l 2 7 0 , N o . 5 6 32 , p p 7 3 5 - 7 3 6 ( 19 7 7 )
F u j i e , K , A o k i , T , a n d W a d a , M ,
" A c u t e a n d Cy t o g e n e t i c E f fe c t s o f t h e T ri h a l o m e t h a n e s
o n R a t B o n e M a r r o w C e i l s i n v i v o
,
" M u t a t i o n R e s e a r c h . V o l . 2 4 2
, p p 1 1 1 - 1 19
(1 9 9 0 )
G o t t l i e b , M S , C a r r , J K , a n d M o r ri s , D T ,
" C a n c e r a n d D ri n k i n g W a t e r i n L o u i s i a n a :
C o l o n a n d R e c t u m ,
"
I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f E p i d e m i o l o g y . V o l 1 0 , N o . 2 , p p
1 17 - 1 2 5 ( 19 8 1 )
G o t t l i e b , M . S . , a n d C a r r , J K ,
"
C a s e - C o n t r o l C a n c e r M o rt a li t y St u d y a n d C h l o ri n a t i o n o f
D r i n k i n g W a t e r i n L o u i s i a n a ,
" E n v ir o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t iv e s . V o l 4 6 , p p
16 9 - 17 7 ( 19 8 2 )
H e r r e n - F r e u n d
,
S L
,
P e r e i r a
,
M A
,
K h o u r y , M D , a n d O l s o n , G ,
"
T h e C a r c i n o g e n i c i t y
o f T ri c h lo r o e t hy l e n e a n d it s M e t a b o l i t e s , T ri c h l o r o a c e t i c A c i d a n d D i c h l o r o a c e t i c
A c i d
,
i n M o u s e L iv e r
,
"
T o x i c o lo gy a n d A p pUe d P ha r m a c o l o g y . V o l 9 0 , p p 1 8 5 -
1 8 9 ( 19 8 7 ) .
5 0
I j s s e lm u i d e n , C B , G a y d o s , C , F e i g hn e r , B , N o v a k o s k i , W . L ,
" C a n c e r o f t he P a n c r e a s
a n d D r i n k i n g W a t e r : A P o p u l a t i o n - b a s e d C a s e - C o n t r o l St u d y i n W a s h i n g t o n
C o u n t y , M a r y l a n d ,
" A m e ri c a n J o u r n a l o f E p i d e m i o l o gy . V o l 1 3 6 , N o 7 , p p 8 3 6 -
8 4 2 ( 19 9 2 )
J o hn s o n , J D . , C h r i s t m a n , R F , N o r w o o d , D L , a n d M i l li n g t o n , D S ,
" R e a c t i o n P r o du c t s
o f A q u a t i c H u m i c Su b s t a n c e s w it h C h l o r i n e ,
"
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s .
V o l 4 6
, p p 6 3 - 7 1 ( 19 82 )
K a t z , R T a i , C N , D i e n e r , R M , M c C o n n e l l , R F , a n d Se m o n i c k , D . E ,
"
D i c h l o r o a c e t a t e , So d iu m : 3 - M o n t h O r a l T o x i c i t y S t u d ie s i n R a t s a n d D o g s ,
"
T o x i c o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o gy . V o l 5 7 , p p 2 73 - 2 8 7 ( 19 8 1 )
K r a s n e r
,
S W , M c G u i r e , M J , J a c a n g e l o , J G , P a t a n i a , N L , R e a g e n , K M , a n d A i e t a ,
E . M
,
" T h e O c c u r e n c e o f D i s in f e c t i o n B y - p r o du c t s i n U S D ri n k i n g W a t e r ,
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